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pK: Proteinasa K 
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PrP: Proteína prion  

PrPC: Proteína prion celular  

PrPSc: Proteína prion patológica 

PVAC: Perivacuolar 

PVAS: Perivascular 
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TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral  

SBEP: Subependimal  

SBPL: Subpial 

sECJ: Creutzfeldt-Jakob esporádico 

Sho: Proteína Shadoo 

SLR: Sistema linforreticular 

SNC: Sistema nervioso central 

SNE: Sistema nervioso entérico  

SNP: Sistema nervioso periférico 

SPRN: Gen codificante de la Sho 

vECJ: Variante de la Enfermedad de Creutzfeld-Jakob 

WB: Western Blot 



ÍNDICE 

 

1. INTRODUCIÓN Y OBJETIVOS…………………………...………….…..……….1 

2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA……………………………………………….…….7 

2.1 ENCEFALOPATÍAS ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES……………...……..9 

2.1.1 Scrapie……………………………………………………………………………11 

2.1.2 Encefalopatía espongiforme bovina……………………………………………12 

2.1.3 Enfermedad crónica caquetizante…………………..…………………...……..13 

2.1.4 Enfermedades priónicas humanas……………………………………………...13 

2.2 ETIOLOGÍA DE LAS EET….……………………………………………………..15 

2.2.1 Proteína prion celular (PrPc)……………………………………………...…….16 

2.2.2 Proteína prion patológica (PrPSc)………………………………...……………..17 

2.2.3 Replicación de la PrPSc………………………………………………...………...18 

2.3 TRANSMISIÓN DE LAS EET……………………………………………………..20 

2.3.1 Barrera de especies………………………………………………………………21 

2.4 PATOGENIA DE LAS EET……………………………………………...………...22 

2.5 FACTORES GENÉTICOS.………………………………………...………………25 

2.5.1 Gen PRNP…………………………………………………………...…………...26 

2.5.1.1 Polimorfismos del gen PRNP en ovino.…………………………………………27 

2.5.1.2 Polimorfismos del gen PRNP en caprino.………………………………………28 

2.5.1.3 Polimorfismos del gen PRNP en bovino......…………………………………….31 

2.5.1.4 Polimorfismos del gen PRNP en cérvidos………………………………………31 

2.5.1.5 Polimorfismos del gen PRNP en la especie humana……………………………32 

2.5.2 Gen SPRN……………………………...………………………………………...33 

2.6 DIAGNÓSTICO DE LAS EET…………………………………………...………...34 

2.6.1 Examen histopatológico………………………………………………………....35 

2.6.2 Técnicas de diagnóstico rápido………………………………………………….35 

2.6.3 Inmunohistoquímica.…………………………………………...……………….36 

2.6.4 Western Blot……………………………………………………………………..36 

2.6.5 Programa de vigilancia………………………………………………...………..37 

2.7 CARACTERIZACIÓN DE CEPAS.………………………………………...……..39 

2.7.1 Perfil lesional de vacuolización………………………………………………….41 

2.7.2 Perfil inmunohistoquímico………………………………………...……………41 

2.7.3 Patrón de glicosilación…………………………………………………………..42 



 

3. ESTUDIO I: Efecto del genotipo del gen PRNP en la especie caprina sobre la 

susceptibilidad a la Encefalopatía Espongiforme Bovina………………...…………45 

3.1 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS………………………………………...…...….47 

3.2 MATERIAL Y MÉTODOS……………………………………………………...…49 

3.2.1 Material. Animales………………………………………………………...….…49  

3.2.2 Métodos……………………………………………………………………...…...49 

3.2.2.1 Genotipado……………………………………………………………………...49 

3.2.2.2 Inoculación…….………………………………………………………………..50 

3.2.2.3 Tratamientos reproductivos……………………………………………………..51 

3.2.2.4 Necropsia de los cabritos………………………………………………………..51 

3.2.2.5 Evaluación clínica……………….…………………………………………...…51 

3.2.2.6 Extracción de muestras de sangre……………………………………………….52 

3.2.2.7 Toma de muestras de biopsia rectal……………………………………………..52 

3.2.2.8 Técnica de Necropsia………………………………………………………...…52 

3.2.2.9 Técnicas diagnósticas…………………………………………………….……..53 

3.2.2.9.1 Histología………………………………………………………….….53 

3.2.2.9.2 Inmunohistoquímica…………………………………………………..53 

3.2.2.9.3 ELISA ……………………………………………………………...…55 

3.2.2.9.4 Western Blot…………………………………………………….…….56 

3.2.2.9.5 Bioensayo en ratón………………………………………...………….56 

3.3 RESULTADOS ………………………………………………………...…………..58 

3.3.1 Período de incubación y signos clínicos…………………………………………58 

3.3.2 Análisis histológico………………..………...…………………………………...61 

3.3.3 Detección de la PrPSc en SNC y SNP…………………………………………....62 

3.3.4 Detección de la PrPSc en SLR……………………………………………………67 

3.3.5 Detección de la PrPSc en tracto gastrointestinal………………………………..70 

3.3.6 Detección de la PrPSc en otros órganos y tejidos…………..……………………71 

3.3.7 Caracterización de cepas…………………………………………...…………...73 

3.3.7.1 Inmunohistoquímica …………………………………………………...……….73 

3.3.7.2 Western Blot…………………………………………………………………….74 

3.3.8 Bioensayo…………………………………………………………………...……77 

3.4 DISCUSIÓN…………………………………………………………………...…...78 



4. ESTUDIO II: POLIMORFISMOS EN EL GEN PRNP. SELECCIÓN DE 

CAPRINOS RESISTENTES A LAS EET……………………………………….…..87 

4.1 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS…………………………………………..…….89 

4.2 MATERIAL Y MÉTODOS……………………………………………………...…90 

4.2.1 Muestras de sangre………………………………………………………………90 

4.2.2 Extracción del ADN……………...………………………………………………90 

4.2.3 Amplificación y secuenciación del ADN…..……………………………………90 

4.3 RESULTADOS……………………………………………………….......………..92 

4.4 DISCUSIÓN…………………………………………………………………….….95 

 

5. ESTUDIO III – Distintos factores genéticos que pueden influir en la 

susceptibilidad o resistencia a las EET…………………….…………………………99 

5.1 INTRODUCCION Y OBJETIVOS……………………………………………….101 

5.2 MATERIAL Y MÉTODOS……………………………………………………….102 

5.2.1 Muestras de ADN………………………………………………………………102 

5.2.2 Extracción del ADN……………………………………………………………102 

5.2.3 Técnica de PCR y secuenciación del gen SPRN………………………………102 

5.2.4 Técnica de PCR y secuenciación de la región promotora del gen PRNP……103 

5.3 RESULTADOS…………………………………………………………………...104 

5.3.1 Gen SPRN………………………………………………………………………104 

5.3.2 Región promotora del gen PRNP……………………………………………...106 

5.4 DISCUSIÓN………………………………………………………………………110 

6. DISCUSIÓN GENERAL…………..………………………………….……...…..113 

7. CONCLUSIONES ………………………………………………..………………119 

7.1 CONCLUSIONS……..……………………………………………..…………….123 

8. RESUMEN…………………………...……………………………………………127 

8.1 SUMMARY……………………………………………………………………….133 

9. ANEXOS…..…………………………………………………………………….…139 

10. BIBLIOGRAFÍA…………………..……………………………………….…… 159 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla 1: Encefalopatías Espongiformes Transmisibles animales y humanas…………....9 

Tabla 2: Polimorfismos descritos en la especie caprina………………………………...29 

Tabla 3: Cebadores PrP8 y PrP9……………………………………………………….50 

Tabla 4: Animales (genotipo y cepa de EEB) de los que provienen las muestras utilizadas 

para preparación de los inóculos y si las muestras son positivas o negativas mediante las 

técnicas diagnósticas…………………………………………………………………....57 

Tabla 5: Período de incubación, edad a la inoculación, período de supervivencia y 

duración de los signos clínicos de los animales con distintos genotipos y distintos 

inóculos……………………………………………………………………………...….58 

Tabla 6: Distribución de la PrPSc en las distintas áreas del SNC y SNP mediante las 

técnicas de IHQ y ELISA…………………………………………………………..…...66 

Tabla 7: Distribución de la PrPSc en el SLR mediante las técnicas de IHQ y ELISA….68 

Tabla 8: Muestras con valor de corte por encima de 0,096 repetidas por 

duplicado…………………………………………………………………….........……69 

Tabla 9: Distribución de la PrPSc en el tracto gastrointestinal mediante las técnicas de 

IHQ y ELISA……………………………………………………..........……………….70 

Tabla 10: Muestras con valor de corte por encima de 0.096 repetidas por duplicado 

(caprino, tejido, valores obtenidos en la primera prueba y en las repeticiones)…….……71 

Tabla 11: Distribución de la PrPSc en otros órganos mediante las técnicas de IHQ y 

ELISA…………………………………………………………………………………..73 

Tabla 12: Genotipo en el codón 222, cepa de EEB, inóculos, días post 

inoculación……..…………………………………………………………....………….77 

Tabla 13: Localización de muestreo de la cabra Moncaína………………………..…...90 

Tabla 14: Cebadores PrP8 y PrP9 utilizados para la técnica de PCR…………………..91 

Tabla 15: Frecuencia haplotípicas observadas en la raza Moncaína……………………92 

Tabla 16: Frecuencias genotípicas observadas en la raza Moncaína……………..……93 

Tabla 17: Frecuencia de los genotipos y alelos encontrados en el gen SPRN en 

ciervo.…………………………………………………………………………………104 

Tabla 18: Frecuencia de los genotipos y alelos observados en el gen SPRN caprino….105 

Tabla 19: Frecuencia de genotipos y alelos observados en la región promotora del gen 

PRNP de ciervo…………………...…………………………………………………...108 

Tabla 20: Genotipos y frecuencias observados en la región promotora del gen PRNP 

según el origen de los ciervos………………………………………………………….109 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÍNDICE DE FIGURAS 

 

Figura 1: Representación de la proteína priónica celular (PrPC)………………………..16 

Figura 2: Modelo de plegamiento asistido por molde……………………………….…19 

Figura 3: Modelo de nucleación sembrada……………………………………………..19 

Figura 4: Representación de la estructura del gen PRNP en la especie humana, en el 

modelo murino y en rumiantes……………………………………………...…………..26 

Figura 5: Representación de la estructura del gen SPRN en la especie humana, en el 

modelo murino y en rumiantes………………………………………………...………..33 

Figura 6: Actividades realizadas trimestralmente. A: Extracción de sangre. B: Técnica 

de biopsia retal..……………………………………………………..………………….52 

Figura 7: Áreas del SNC valoradas mediante la técnica de IHQ. 1: sustancia gris de la 

corteza cerebral, 2: sustancia blanca de la corteza cerebral, 3: núcleo caudado; 4: núcleo 

lenticular, 5: cápsulas internas y externas, 6: núcleo accumbens, 7, área septal, 8: tálamo 

dorsal, 9: tálamo ventral, 10: hipotálamo, 11: cuerpo geniculado lateral, 12: núcleo 

oculomotor, 13: núcleo rojo, 14: sustancia negra, 15: sustancia gris cerebelosa, 16: 

sustancia blanca cerebelosa, 17: núcleo cerebelar profundo, 18: núcleo vestibular, 19: 

núcleo facial, 20: núcleo cuneado lateral, 21: DMNV (núcleo motor dorsal del nervio 

vago), 22: núcleo hipogloso, 23: tracto espinal del nervio trigémino, 24: tracto 

espinocerebelar, 25: formación reticular, 26: rafe, 27: núcleos de la oliva; 28, 31, 34: 

Médula espinal (cervical, torácica y lumbar de izquierda a derecha); 29, 32, 35: cuerno 

dorsal; 30, 33, 36: cuerno ventral…………………………………………………….…54 

Figura 8: Caprinos inoculados intracerebralmente con EEB con presencia de signos 

clínicos. A: Animal Q222Q con EEB bovina con presencia de hiperexcitabilidad. B: 

Animal K222K con EEB bovina con déficit propioceptivo. C: Animal K222K con EEB 

bovina con inclinación de la cabeza y debilidad de los miembros posteriores. D: Animal 

Q222K con EEB caprina con caquexia y estado mental deprimido. E: Animal K222K con 

EEB caprina con debilidad y dificultad para mantenerse de pie. F: Animal Q222Q con 

EEB bovina en fase terminal de la enfermedad………………………….……………...60 

Figura 9: A: HE Obex de caprino genotipo Q222Q, tracto espinal del nervio trigémino 

con presencia de vacuolización en el neuropilo (10x). B: HE Obex caprino genotipo 

K222K, área de la formación reticular con presencia de vacuolización en el pericarión 

neuronal (20x)…………………………………………………………………………..62 



Figura 10: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A: Sustancia negra y mesencéfalo (K222K con EEB bovina; 10x). 

B: Núcleo rojo y mesencéfalo (K222K con EEB bovina; 20x). C: Cápsula interna, externa 

y ganglios basales (Q222Q/G127S con EEB caprina; 5x). D: Capa plexiforme interna, 

capa plexiforme externa y células ganglionares, en la retina (Q222Q con EEB caprina; 

20x)……………………………………………………………………………….…….64 

Figura 11: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A: Macrófagos de cuerpo tingíble y células foliculares dendríticas, 

linfonodo submandibular (Q222Q con EEB bovina; 20x). B: Bazo (Q222Q con EEB 

bovina; 20x)…………………………………………………………………………….67 

Figura 12: Tejido linfoide K222K inoculado con EEB bovina. A: Bazo con acumulo de 

PrPSc en la región marginal del folículo linfoide (10x). B: Bazo con acumulo de PrPSc en 

la región marginal del folículo linfoide (10x) C: Linfonodo poplíteo con acumulo de PrPSc 

en el área cortical (5x). D: Linfonodo precural con acumulo de PrPSc en el área 

peritrabecular (10x)……………………………………………………………..............69 

Figura 13: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A: Tejido linfoide, íleon (Q222Q con EEB bovina; 20x). B: 

Neuronas del plexo nervioso e íleon (Q222Q con EEB bovina; 20x)………………..…71 

Figura 14: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A y B: Husos nerviosos, músculo exocular (Q222Q con EEB 

bovina 5x y 40x). C: Husos nerviosos y fascículos nerviosos, músculo tríceps braquial 

(Q222K/G127S, con EEB caprina; 10x) D: Depósitos asociados a las células cromafines, 

glándula adrenal (K222K con EEB bovina; 20x)………………………………….........72 

Figura 15: Muestra de mesencéfalo de una cabra Q222Q inoculada con EEB bovina. A: 

Anticuerpo L42 (20x). B: Anticuerpo P4 (20x)……………………………………...….74 

Figura 16: Western blot de obex de caprinos Q222Q y K222K inoculados con EEB 

bovina; bovino con EEB; control negativo, con los anticuerpos 6H4 (A) y P4 

(B)………………………………………………………………………………..……..75 

Figura 17: Resultados del Western blot con el anticuerpo 6H4 de las muestras de obex 

de caprinos con distintos polimorfismos en los codones 222 y 127 inoculados con EEB 

bovina y EEB caprina, así como una muestra de bovino con EEB y un control 

negativo……………………………………………………………………………...…76 

Figura 18: Resultados del  Western blot con el anticuerpo P4 de las muestras de obex de 

caprinos con distintos polimorfismos en los codones 222 y 127 inoculados con EEB 



bovina y EEB caprina, así como una muestra de bovino con EEB y un control 

negativo………………………………………………………………...………………76 

Figura 19: Distintos genotipos en el codón 222. A: homocigoto glutamina (Q222Q), B: 

homocigoto lisina (K222K), C: heterocigoto glutamina/lisina Q222K)……...…………94 

Figura 20: Fragmento 3`UTR del gen SPNR. A: inserción de CTCCC en la posición 

602_606. B: deleción en la posición 602………………………………………………106 

Figura 21: Polimorfismo indel en la posición 2038_2039pb. A: Ins./Ins. GC. B: Ins./Del. 

C: Del/Del……………………………………………………………………………..107 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ÍNDICE DE GRÁFICOS 

 

Gráfico 1: Comparación entre el período de incubación y duración de los signos clínicos 

entre los siete animales inoculados con EEB………………………………………..….59 

Gráfico 2: Comparación de la vacuolización de los distintos núcleos y áreas del SNC, 

entre los genotipos Q222Q y K222K (EEB bovina); y caprinos G127S (EEB caprina)…61 

Gráfico 3: Comparación entre el patrón de acumulación de PrPSc entre los distintos 

grupos de animales, genotipos Q222Q y K222K, inoculados con EEB bovina…………65 

Gráfico 4: Comparación entre el patrón de acumulación de PrPSc en los grupos de 

animales con distintos genotipos en el codón 127 (G127S y G127G......................……..65 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 



1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 
 

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS 

 

Las encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) son un grupo de 

enfermedades neurodegenerativas que afectan tanto a los animales domésticos y silvestres 

como al hombre. Estas enfermedades se caracterizan por provocar una degeneración 

progresiva del sistema nervioso central (SNC), con presencia de signos nerviosos que 

evolucionan indefectiblemente a la muerte del individuo. Este grupo de enfermedades 

están causadas por un agente no convencional denominado prion, una proteína anómala 

(PrPSc) que se genera mediante la conversión conformacional de una glicoproteína de 

superficie celular (PrPC) presente en el hospedador de forma natural.  

En total, se han descrito dieciséis enfermedades diferentes incluidas en el grupo 

de las EET: nueve que afectan a los seres humanos y siete a los animales, todos ellos 

mamíferos. En el caso de las enfermedades animales, las EET más importantes son el 

scrapie en ovinos y caprinos, la encefalopatía espongiforme bovina (EEB) en el ganado 

bovino y la enfermedad crónica caquectizante (ECC) en ciervos.  

El scrapie en ovinos se describió por primera vez en 1732, y más tarde, en 1942, 

se describió en la especie caprina. La encefalopatía espongiforme bovina (EEB) se detectó 

por primera vez en los años 80 en el Reino Unido y la hipótesis más probable sobre su 

origen, es que derivara de una adaptación del scrapie ovino a la especie bovina. Los 

bovinos se habrían infectado a partir del consumo de harinas de carne y hueso en las que 

la fuente de proteína habrían sido ovinos y caprinos infectados con scrapie. Estas 

enfermedades tomaron mayor importancia tras la asociación de la EEB, en el año 1996, 

con la aparición de una nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt - Jakob (vECJ) 

en los seres humanos. 

Esta epidemia tuvo una enorme repercusión a varios niveles, tanto social y 

sanitario, como económico y político; y, tras extenderse a otros países de la Unión 

Europea provocó una crisis alimentaria de grandes proporciones. Las medidas adoptadas 

por la Comisión Europea de vigilancia y control de la EEB lograron la casi erradicación 

de la enfermedad en un tiempo relativamente corto. Sin embargo, no puede decirse que 

se haya erradicado totalmente puesto que todavía siguen detectándose casos en algunos 

países de la UE. 

Otra importante EET que afecta a rumiantes es la ECC descrita por la primera vez 

en 1978, y que se ha descrito de forma natural en el ciervo mula (Odocoileus hemionus), 
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en el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus), en el alce de las montañas rocosas 

(Cervus elaphus nelsoni) y en el alce Shira (Alces alces shirasi). Inicialmente esta 

enfermedad tenía su presencia limitada a Norte América y Corea del Sur, no obstante, 

recientemente ha sido diagnosticada en Europa. La gran capacidad de diseminación de 

esta enfermedad ha provocado un gran interés en la investigación sobre la susceptibilidad 

a la misma en las distintas especies de ciervos, su transmisión, su patología y las posibles 

herramientas de diagnóstico. 

Considerando el riesgo que la EEB  supone para la especie humana y los perjuicios 

no controlados que otras EET podrían ocasionar, se trabajó activamente para adoptar 

medidas de prevención y de selección de animales resistentes a estas enfermedades. 

Diversos estudios han demostrado que el gen PRNP ovino influye, no sólo en la 

resistencia a la enfermedad, sino que también puede influir en la patogenia de la misma. 

Así, se ha demostrado su relevancia en la diseminación de la PrPSc en el sistema 

linforreticular  (SLR) el fenotipo de la enfermedad, particularmente en cuanto a la 

morfología y distribución de los agregados de PrPSc y en el papel que también podría 

desempeñar en la existencia de diferentes cepas productoras de scrapie.  

La influencia del gen PRNP ha sido estudiada en otras especies, en particular, en 

la especie caprina tras el diagnóstico de su infección natural con EEB. Un gran número 

de cabras europeas fueron genotipadas y se encontraron determinados polimorfismos, los 

cuales podrían ser útiles a la hora de elaborar un programa de selección genética similar 

al del ovino. También se han realizado varios estudios en cérvidos con el fin de encontrar 

polimorfismos que protejan al animal frente a la infección por ECC e intentar frenar la 

gran diseminación de la enfermedad mediante la selección de animales con genotipos 

resistentes. En la especie bovina, por el contrario, ninguno de los polimorfismos 

conocidos dentro del fragmento OFR del gen PRNP tiene una gran influencia en la 

susceptibilidad a la EEB. No obstante, en la región no codificadora del gen, distintos 

estudios han revelado una asociación entre la susceptibilidad a la EEB y el polimorfismo 

de inserción / deleción en la región promotora del gen PRNP. 

Diversos estudios han planteado que, además de la influencia del gen PRNP sobre 

las EET, el gen SPRN y la proteína Sho pueden estar implicados en estas enfermedades, 

proponiendo que Sho y PrP se unen al mismo receptor celular en su papel neuroprotector 

y que la perturbación de la expresión de Sho, en las enfermedades priónicas, aumenta la 

muerte neuronal. Suponiendo que Sho tiene un papel en las enfermedades priónicas, las 

diferencias genéticas en el gen SPRN en los rumiantes podrían contribuir a la 
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susceptibilidad y patogénesis del scrapie en ovinos y caprinos, de la EEB en el ganado 

bovino y de la enfermedad crónica caquectizante en ciervos. 

En esta tesis se han incluido tres estudios cuyo objetivo común es contribuir a 

mejorar el conocimiento de los aspectos genéticos y su relación con la patogenia  de las 

encefalopatías espongiformes transmisibles en rumiantes. Los trabajos que se han llevado 

a cabo  así como sus objetivos son los siguientes: 

 

Estudio I. Efecto del genotipo del gen PRNP sobre la susceptibilidad a la Encefalopatía 

espongiforme bovina en la especie caprina. 

- Objetivo general: identificar el papel de los alelos K222 y S127 del gen PRNP caprino 

en la susceptibilidad o resistencia frente a la EEB bovina y caprina en cabras inoculadas 

por vía intracerebral. 

- Objetivos específicos: 

1. Determinar la influencia del genotipo del gen PRNP en la susceptibilidad de la especie 

caprina a la EEB. 

2. Determinar la infectividad y distribución tisular de la EEB en cabras para así definir el 

riesgo de exposición humana a los productos caprinos contaminados. 

3. Caracterización del agente causal mediante el patrón de glicosilación y el perfil 

inmunohistoquímico. 

4. Valorar los métodos de diagnóstico para la diferenciación de la EEB en la especie 

caprina. 

 

Estudio II. Selección de caprinos con polimorfismos en el gen PRNP resistentes a las 

EET. 

- Objetivo general: realizar un estudio del gen PRNP en una raza de cabras autóctona de 

España en concreto la raza Moncaina, con el fin de establecer la frecuencia alélica de los 

polimorfismos que favorecen la resistencia frente a las EET. 

- Objetivos específicos: 

1. Determinar los polimorfismos del gen PRNP presentes en la población de la raza 

autóctona citada. 

2. Establecer la frecuencia de los diferentes alelos encontrados, con especial interés en 

aquellos que están implicados en la resistencia a las EET. 

3. Seleccionar los machos con alto valor genético, mantenerlos e intentar reproducirlos. 
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Estudio III. Estudiar los distintos factores genéticos que influyen en la susceptibilidad o 

resistencia a las EET 

- Objetivo general: analizar los polimorfismos en el gen SPRN de distintas especies de 

rumiantes: ciervos de la especie Ciervo rojo (Cervus elaphus) y cabras de la raza Alpina. 

Así como polimorfismos en la región promotora del gen PRNP en ciervos. 

- Objetivos específicos: 

1. Determinar los polimorfismos del gen SPRN presentes en ciervos de la especie Ciervo 

rojo de España y Reino Unido, y en cabras de la raza Alpina. 

2. Establecer la frecuencia de los diferentes genotipos y alelos encontrados en el gen 

SPRN. 

3. Determinar los polimorfismos en la región promotora del gen PRNP en ciervos de la 

especie ciervo rojo. 

4. Establecer las frecuencias de los genotipos y alelos encontrados en la región promotora 

del gen PRNP. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ENCEFALOPATÍAS ESPONGIFORMES TRANSMISIBLES 

  

Las Encefalopatías espongiformes transmisibles (EET), también conocidas como 

enfermedades priónicas, son un conjunto de enfermedades neurodegenerativas, 

caracterizadas por presentar largos periodos de incubación, un curso clínico progresivo 

de evolución lenta, degeneración espongiforme del SNC y provocar la muerte del 

individuo. Este grupo de enfermedades afecta tanto a los animales domésticos y silvestres, 

como al hombre. En total se han descrito dieciséis enfermedades distintas, siete en 

animales y nueve en los seres humanos (Tabla 1) (Prusiner, 1982).  

 

Tabla 1: Encefalopatías Espongiformes Transmisibles animales y humanas. 

 

Animales 

Enfermedad Hospedador Origen 

Scrapie Ovino y caprino Desconocido 

Encefalopatía Espongiforme Bovina (EEB) Bovino Infeccioso 

Enfermedad crónica caquectizante (ECC) Cérvidos Infeccioso 

Encefalopatía Espongiforme felina (EEF) Felinos Infeccioso 

Encefalopatía transmisible del visón (ETV) Visón Infeccioso 

Encefalopatía de ungulados exóticos (EUE) Antílope Infeccioso 

EET en primates no humanos Lémur Infeccioso 

Humanas  

Enfermedad Hospedador Origen 

Creutzfeldt-Jakob iatrogénico (iECJ) Hombre Infeccioso 

Creutzfeldt-Jakob esporádico (sECJ) Hombre Espontáneo 

Creutzfeldt-Jakob familiar (fECJ) Hombre Hereditario 

Variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vECJ) Hombre Infeccioso 

Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS) Hombre Hereditario 

Insomnio familiar fatal (FFI) Hombre Hereditario 

Insomnio esporádico fatal (IEF) Hombre Espontáneo 

Kuru Hombre Canibalismo 

Prionopatía variable sensible a la proteasa (PVSPr) Hombre Espontáneo 
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Estas enfermedades están causadas por el acumulo de una proteína anómala 

(PrPSc), sobre todo en el SNC, que se genera mediante la conversión conformacional de 

una glicoproteína de superficie celular (PrPC) que está presente en el hospedador de forma 

natural. La PrPSc es capaz de inducir la transformación de la PrPC en PrPSc, acumulándose 

así en el tejido nervioso, lentamente y sin remisión, hasta provocar la muerte del individuo 

afectado.  

Las EET pueden manifestarse de tres formas distintas: 

- Hereditarias: Cuando su presentación se debe a una mutación en el gen que 

codifica la proteína prión (PRNP). Así ocurre en la enfermedad de Gerstman-

Straüsler-Scheinken y el Insomnio Fatal Familiar. 

- Adquiridas: Cuando se produce una infección con el agente causal, como es el 

caso del kuru, de la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vECJ) y de 

la mayoría de las EET animales. 

- Esporádicas: Cuando no se ha identificado una causa aparente conocida, como en 

la ECJ esporádica (Imran y Mahmood, 2011). 

La primera EET descrita fue la enfermedad de scrapie en el año 1732 en ovinos 

del Reino Unido (McGowan, 1922). Más tarde, en 1936, se comprobó su transmisibilidad 

por primera vez a través de la inoculación experimental de animales sanos con encéfalo 

y medula espinal de ovejas enfermas (Cuillé y Chelle, 1936) y en 1942 el scrapie se 

describió en la especie caprina (Chelle, 1942). Más tarde, en 1959, Hadlow relacionó el 

scrapie con una enfermedad endémica rara de tribus de Nueva Guinea, el kuru.  

En los Estados Unidos en 1947 se detectó la encefalopatía transmisible del visón, 

una enfermedad rara que afecta al sistema nervioso central de visones criados en granjas, 

que ocasiona una enfermedad neurológica progresiva caracterizada por incoordinación 

locomotora, somnolencia, debilidad y muerte (Haybaeck y Heikenwa, 1965). 

En los años 80, en el Reino Unido, tuvo lugar la epidemia de una enfermedad que 

afectaba el ganado bovino y que presentaba signos neuropatológicos similares a los 

observados en las ovejas con scrapie, que se denominó encefalopatía espongiforme 

bovina (EEB) (Wells et al., 1987). Diez años más tarde, también en el Reino Unido, se 

describió un nuevo tipo de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob denominada variante de 

Creutzfeldt-Jakob (vECJ), y que posteriormente, mediante a una serie de experimentos, 

se determinó que estaría vinculada con la EEB (Collinge et al., 1996) . 

Otra EET de gran importancia en los mamíferos es la enfermedad crónica 

caquectizante (ECC), que se diagnosticó por primera vez en 1978 en un ciervo mula 
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cautivo de Colorado (Williams y Young, 1980) y que con los años fueron 

diagnosticándose nuevos casos.  

Otras enfermedades priónicas animales fueron identificadas, relacionadas con la 

transmisión de la EEB a otras especies, como la Encefalopatía espongiforme de los felinos 

(Gruffydd-Jone et al,. 1991) y la encefalopatía de ungulados exóticos (Jeffrey y Wells, 

1988). 

 

2.1.1 Scrapie  

 

El scrapie, tembladera o prurigo lumbar fue la primera EET descrita hace más de 

270 años, en ovinos del Reino Unido (McGowan, 1922). Más tarde, en 1936, se comprobó 

su transmisibilidad, por primera vez, a través de la inoculación experimental de animales 

sanos con encéfalo y medula espinal de ovejas enfermas (Cuillé y Chelle, 1936) y en 1942 

el scrapie se describió en la especie caprina (Chelle, 1942). 

 Fue a partir de la epidemia de la EEB en la década de los años 80, y su posible 

origen a partir del consumo de piensos contaminados elaborados con restos de animales 

infectados con scrapie, cuando se retomó el interés por la enfermedad en su forma natural. 

Como todas las EET, es una enfermedad letal, de carácter infeccioso, que presenta largos 

períodos de incubación, habitualmente de 2 a 5 años, y que tras la aparición de signos 

clínicos los animales afectados pueden vivir entre 1 y 6 meses (Collinge y Clarke, 2007).  

Los animales afectados por esta enfermedad empiezan con cambios de 

comportamiento, que progresan a signos neurológicos más evidentes como son ataxia, 

prurito, hiperestesia y caquexia. Los signos clínicos pueden variar entre los animales 

afectados, pero las alteraciones de comportamiento más habituales son inquietud, 

hipoestesia, hiperexcitabilidad ante estímulos externos, resistencia al manejo y bruxismo, 

además del prurito, que es un signo típico de los animales con scrapie y que puede 

ocasionar áreas de alopecia por el rascado continuo (Healy et al., 2003).  

En 1998, en Noruega, se describió por primera vez el scrapie atípico, causado por 

la cepa Nor98, que posteriormente fue descrita en toda Europa. Las principales 

diferencias entre el scrapie clásico y el atípico están relacionadas con el perfil lesional y 

el genotipo animal. No obstante, las características clínicas, patológicas e 

inmunohisquímicas también difieren entre las dos formas de presentación de la 

enfermedad. En el scrapie atípico, los depósitos de PrPSc y las lesiones principalmente se 

encuentran en el cerebelo y no en el óbex como ocurre con el clásico; además, la PrPSc 
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no se detecta tan manifiestamente en tejidos periféricos (Gavier-Widen et al., 2005) 

aunque se ha observado infectividad en SLR, nervios y músculos (Andreoletti et al., 

2011). 

 

2.1.2 Encefalopatía espongiforme Bovina (EEB) 

 

La encefalopatía espongiforme bovina fue descrita por la primera vez en 1986 

(Wells et al., 1987), en el Reino Unido y posteriormente en otros países de la Unión 

Europea. Los animales presentaban signos neurológicos similares a los de los ovinos 

afectados por scrapie y esa patología aún no había sido descrita en el ganado bovino, así 

que fue considerada como una nueva enfermedad denominada encefalopatía 

espongiforme bovina. Más tarde, en animales de edad avanzada, se identificaron dos 

fenotipos neuropatológicos y moleculares atípicos de la enfermedad y esas cepas atípicas 

se clasificaron en función de sus características biológicas y bioquímicas en dos grupos: 

la tipo L (L, del inglés low) y la tipo H (H, del inglés high) (Ducrot et al., 2008; Jacobs 

et al., 2007). 

El origen de la enfermedad no se conoce muy bien, pero la hipótesis más aceptada 

la atribuye a la utilización de harinas de carne y hueso de ovinos infectados con scrapie 

en la alimentación del ganado vacuno. El reconocimiento de esta fuente de infección ha 

dado lugar a una serie de contramedidas tomadas por el Reino Unido y otros países para 

romper el ciclo de reinfección del ganado bovino, limitar la propagación geográfica de la 

enfermedad y eliminar las fuentes potenciales de nuevas infecciones.  

 Probablemente la medida más importante en el Reino Unido fue la prohibición del 

uso de proteínas derivadas de rumiantes en la alimentación animal. La pérdida de casi 

200.000 animales enfermos, seguida de la destrucción preventiva y sacrificio de casi 

cuatro millones y medio de animales asintomáticos con más 30 meses de edad, paralizó 

la industria ganadera británica y afectó también a distintos mercados, como el de las 

grasas, la gelatina y las industrias farmacéuticas (Brown et al., 2001).   

El período de incubación de la EEB en bovinos es de aproximadamente 4 o 5 años, 

y los signos clínicos de la enfermedad incluyen anomalías del comportamiento, 

hiperreactividad, aprehensión, anomalías de la marcha, debilidad, pérdida de la condición 

corporal y decúbito (Konold et al., 2004). 

Esta enfermedad tiene la capacidad de transmitirse a otras especies (Bruce et al., 

1994), como se ha demostrado al detectar un caso de EEB natural en la especie caprina 
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en Francia (Eloit et al., 2005) y por la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob 

(vECJ) en humanos, lo que tuvo una gran repercusión en la seguridad alimentaria y en la 

salud pública, considerada como la causa de una de las mayores crisis alimentarias de las 

últimas décadas. 

 

2.1.3 Enfermedad Crónica Caquectizante (ECC) 

 

 La ECC se diagnosticó por primera vez en 1978 en un ciervo mula cautivo de 

Colorado (Williams y Young, 1980), poco después fue diagnosticada en un alce de 

Wyoming (Williams y Young, 1982) y con los años fueron diagnosticándose nuevos 

casos. Es una enfermedad común en Norte América que afecta a distintas especies de 

cérvidos como el ciervo mula (Odocoileus hemionus), el ciervo de cola blanca 

(Odocoileus virginianus), el alce de las Montañas Rocosas (Cervus canadensis nelsoni) 

y el alce (Alces alces) (Baeten et al., 2007; Spraker et al., 1997; Williams y Young, 1980). 

Además, en Corea del Sur también se ha descrito en el ciervo rojo (Cervus elaphus) y en 

el ciervo sika (Cervus nippon), como fruto de la importación de animales de Norte 

América infectados por ECC (Lee et al., 2013). En 2016 se describió el primer caso en 

Europa, en renos de vida libre en Noruega, y su origen todavía es desconocido (Benestad 

et al., 2016).  

 Los signos clínicos de esta enfermedad se han observado principalmente en 

animales en cautiverio y suelen ser sutiles, variando según el caso (Gajdusek, 2005). Los 

primeros signos son inespecíficos e incluyen cambios de comportamiento como: apatía, 

aislamiento del grupo, cabeza y orejas bajas, hiperexcitabilidad, seguidas de pérdida de 

peso. Los cérvidos pueden presentar también poliuria/polidipsia, hipersalivación, 

rechinar de dientes, regurgitación frecuente y dificultad para tragar. Además, se han 

descrito casos de neumonía por aspiración secundaria o bien una evolución fatal del 

cuadro clínico debido el estrés. La duración de la enfermedad clínica suele tardar desde 

semanas a meses, variando entre los individuos (Benestad et al., 2016). 

 

2.1.4 Enfermedades priónicas humanas 

 

Las EET que afectan a la especie humana incluyen: los diferentes tipos de la 

enfermedad de Creutzfeldt Jakob (ECJ), el kuru, las diferentes formas del insomnio 

familiar fatal (IFF) y la enfermedad de Gerstman-Straüsler- Scheinker (GSS). 
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El primer caso de la ECJ se describió en 1920, cuando el médico Alemán Gerhard 

Creutzfeldt describió una paciente de 22 años que presentaba una enfermedad neurológica 

progresiva, con signos clínicos que incluían mioclonía, paresia y deterioro mental severo, 

además de presentar pérdida neuronal y astrogliosis. En los años siguientes, Alfons Jakob 

(1921a, 1921b), describió a cinco pacientes que padecían de un trastorno con 

características neuropatológicas similares. En 1922, Spielmeyer denominó a esos casos 

como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) y posteriormente el término se utilizó para 

describir un rango de condiciones neurodegenerativas.  

Esta enfermedad se ha descrito en todo el mundo y su origen suele ser esporádico 

o iatrogénico, y una minoría de los casos de origen genético asociándose a mutaciones en 

el gen PRNP. La ECJ clásica (esporádica) es una demencia de progresión rápida, que 

generalmente se manifiesta en personas con edad entre 45 y 75 años, con un pico de 

aparición entre los 60 y 65 años. La progresión clínica es de semanas, evolucionando a 

un trastorno de comportamiento caracterizado por la incapacidad para moverse o hablar, 

y alrededor del 70% de los afectados mueren en menos de 6 meses (Collinge, 2001). Entre 

1994 y 1995, se describieron en el Reino Unido diez casos de la ECJ cuyos cambios 

neuropatológicos y clínicos tenían características diferentes y además, habían sido 

diagnosticados en personas relativamente jóvenes, lo que no era común en la enfermedad. 

Así, en 1996 se describió el primer caso de la llamada Variante de la Enfermedad de 

Creutzfeldt Jakob (vECJ) (Will et al., 1996). 

El Kuru fue descrito en 1957 por Gajdusek y Zigas en individuos de tribus de 

Papúa Nueva Guinea, que presentaban perdida de coordinación, temblores, seguida de 

demencia y muerte. Se observó que los principales grupos afectados eran mujeres adultas 

y niños de ambos sexos y se relacionó con rituales de canibalismo. Su transmisibilidad se 

comprobó posteriormente mediante la infección experimental de chimpancés con tejido 

cerebral humano infectado (Gajdusek et al., 1966; Gajdusek et al., 1967). Con la 

abolición de las prácticas de canibalismo, los casos del Kuru empezaron a disminuir, no 

obstante, casi 20 años después, aún se describió un caso asociado a un largo periodo de 

incubación (Prusiner et al., 1982).  

El GSS es un trastorno autosómico dominante que generalmente se presenta con 

ataxia cerebelosa crónica con características piramidales, ocurriendo posteriormente 

fenómenos de demencia. Histológicamente, la característica distintiva de esta enfermedad 

es la presencia de placas amiloides multicéntricas. Inicialmente se asociaba con la 
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mutación P102L del gen PRNP (Hsiao et al., 1989), pero en la actualidad se reconoce 

como un síndrome patológico asociado a distintas mutaciones en ese gen. 

El IFF se describió por la primera vez en 1986, tras la descripción de dos casos de 

una enfermedad familiar de progresión rápida caracterizada por insomnio intratable, 

disautonomía y signos motores (Lugaresi et al., 1986). Es una enfermedad autosómica 

dominante causada por la mutación D178N en el gen PRNP en combinación con 

metionina en el codón 129 (Medori et al., 1992). Los signos clínicos incluyen 

principalmente alteraciones del sueño acompañadas, alucinaciones, delirio y mioclonía. 

La edad de inicio y la duración de la enfermedad son variables dependiendo en parte de 

la presencia de los aminoácidos metionina o valina en el codón 129 del gen PRNP 

(Capellari et al., 2011). 

 

2.2 ETIOLOGÍA DE LAS EET 

 

Se han propuesto numerosas teorías acerca de la naturaleza del agente causal de 

las EET. La primera hipótesis describió el scrapie como una enfermedad muscular 

causada por parásitos (M'Fadyean, 1918), pero más tarde su transmisibilidad fue 

comprobada debido al carácter infeccioso que las muestras procedentes de los animales 

enfermos mantenían tras su filtración por filtros específicos para virus (Wilson et al., 

1950). Ese hecho hizo que durante muchos años los investigadores acreditasen que la 

causa de estas enfermedades era un virus lento. Más tarde, se observó que no era posible 

inactivar el agente causal a través de las técnicas convencionales de luz ultravioleta (UV) 

y radiación ionizante (Alper et al., 1967), lo que dio lugar a un gran número de hipótesis 

sobre la naturaleza química del agente del scrapie, como la formulada por Griffith en 

1967, la cual proponía que los agentes causantes del scrapie eran unas proteínas auto-

replicantes.  

Más tarde, Prusiner en 1982 propuso que las EET eran causadas por una partícula 

proteinacea infecciosa capaz de autoreplicarse y carente de ácidos nucleicos, que la 

denominó prion. Esta teoría asocia el comienzo de la enfermedad a un cambio en la 

estructura terciaria de la proteína prión normal (PrPC), que sufre una alteración 

conformacional y que la transforma en una proteína prión patológica (PrPSc).  

Otras teorías han sido contempladas por algunos investigadores, como la hipótesis 

del virino (Dickinson y Outram, 1988). Según esta teoría, se propone que el agente causal 

del scrapie podría ser una molécula quimérica, constituida por una proteína codificada 
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por el hospedador y un ácido nucleico, no codificante, propio del agente infeccioso, 

estando el ácido nucleico protegido y camuflado por proteínas del huésped. 

Actualmente la hipótesis más aceptada es la de Prusiner. Sin embargo, ésta todavía 

no ha proporcionado respuestas convincentes a ciertas cuestiones como el hecho de la 

existencia de distintas cepas priónicas. 

 

2.2.1 Proteína prion celular (PrPC) 

 

La PrPC (Figura 1) es una glicoproteína de peso molecular de 33-35 kDa, anclada 

a la membrana celular mediante la fracción glicofosfatidilinositol. Está codificada por el 

gen PRNP y consta aproximadamente de 250 aminoácidos, dependiendo de la especie 

animal (Caughey et al., 1989; Monari et al., 1994).  

 

Figura 1: Representación de la proteína priónica celular (PrPC).  

 

Adaptado: Millhauser (2013) 

 

Es una proteína fisiológica que está presente en la mayoría de los mamíferos 

(Diaz-San Segundo et al., 2006) y que desempeña un papel clave en la patogénesis de las 

enfermedades priónicas. La PrPC se expresa a principios de la embriogénesis y en el 

adulto está presente en los niveles más altos en las neuronas del encéfalo y en la médula 
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espinal (Manson et al., 1992). En niveles más bajos, también se encuentra en las células 

gliales del SNC, así como en diferentes tipos de células periféricas (Ford et al., 2002; 

Moser et al., 1995). El sistema linforreticular (SLR) también presenta altos niveles de 

expresión, especialmente en linfocitos y células dendríticas foliculares (Aguzzi y 

Heikenwalder, 2006).  

En estudios realizados en la especie ovina se ha observado que el órgano con 

mayor cantidad de PrPC es el encéfalo, detectándose de 20 a 50 veces más cantidad que 

en el resto de los tejidos analizados, seguido del pulmón, músculo esquelético, corazón, 

útero, timo y lengua. En otros tejidos, así como en el tracto gastrointestinal, los niveles 

de PrPC son bajos y distintos en función de la especie animal. El hígado es el tejido que 

contiene la concentración más baja de PrPC, entre 564 y 16.000 veces menos que en el 

encéfalo (Moudjou et al., 2001). 

Su función fisiológica aún no se conoce con seguridad, pero diversos estudios 

indican que la PrPC puede ejercer distintas funciones, entre ellas se considera que 

desempeña un papel importante en la supervivencia y en la adhesión celular, en la 

maduración y formación de las prolongaciones de las neuronas, en la protección frente la 

muerte neuronal, en la formación de la memoria y finalmente en la modulación de la 

respuesta inmune en las inflamaciones (Linden et al., 2008). En el sistema inmune innato 

la PrPC se expresa en células presentadoras de antígeno. Recientemente se ha estudiado 

la posible contribución de esta proteína en las interacciones de las células T con las células 

dendríticas, mediadas por el complejo mayor de histocompatibilidad. Así, se ha 

observado que la ausencia de PrPC en células dendríticas provoca una respuesta reducida 

de los linfocitos T (Ballerini et al., 2006). Además, se ha demostrado que la PrPC cumple 

una función en el metabolismo del cobre, y que ligada a este metal, tiene un papel 

importante en la protección celular contra los daños causados por radicales libres 

(Westergard et al., 2007). 

 

2.2.2 Proteína prion patológica (PrPSc) 

 

 La PrPSc es una isoforma anormal de la glicoproteína de membrana citoplasmática 

codificada por el hospedador (PrPC). Ambas isoformas están codificadas por el mismo 

gen y presentan la misma secuencia aminoacídica, difiriendo en la estructura secundaria 

(Prusiner, 1990). Tiene un peso molecular de 27-30 kDa (Prusiner, 1998) y presenta 

distintas características físicas y químicas respecto a la PrPC, como una movilidad 
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electroforética y un perfil de la glicoforma distintos, una resistencia parcial a las proteasas 

y la imposibilidad de ser inactivada por el uso de formaldehído, ácido 

etilenodiaminotetracético (EDTA), nucleasas, radiación ultravioleta o radiación ionizante 

(Alper et al., 1966).  

También se ha descrito que la proteína PrPSc puede unirse fuertemente a algunas 

superficies, incluidas las de acero inoxidable y plástico, sin perder infectividad, incluso 

se piensa que unida al metal parece ser altamente resistente a la descontaminación. En el 

medio ambiente, una vez contaminado, puede permanecer años infectivo, debido a la 

fuerte interacción del prion con el suelo (Johnson et al., 2006). En Islandia se han descrito 

campos y corrales que tras un periodo de vacío sanitario de al menos 3 años, animales 

sanos que repoblaron las explotaciones infectadas antiguamente, desarrollaron scrapie. 

Incluso se han descrito casos después de 16 años de vacío sanitario (Georgsson et al., 

2006). 

La transformación de PrPC a PrPSc consiste en un cambio conformacional (Pan et 

al., 1993) y se realiza por un mecanismo de post-traslación (Caughey y Raymond 1991). 

Éste se basa en que, mientras que la PrPC muestra una alta presencia de hélices alfa y bajo 

contenido de láminas beta en su estructura, tras el cambio, se observa un alto porcentaje 

de estructura ß y disminución de la estructura α (Pan et al., 1993). Así, la PrPC tiene un 

42% de hélices alfa y solamente un 3% de láminas beta, mientras en la PrPSc aumenta 

hasta un 43% las láminas plegadas beta y disminuyen las hélices alfa en un 30% (Pan et 

al., 1993).  

 

2.2.3 Replicación de la PrPSc 

 

Distintos experimentos han demostrado que la presencia de PrPC es necesaria para 

la replicación de la PrPSc, puesto que al infectar ratones knock-out Prnp–/– (Bueler et al., 

1993), así como en recientes estudios con la técnica de PMCA (amplificación cíclica de 

proteínas mal plegadas) (Castilla et al., 2005), el proceso de conversión no se lleva a cabo. 

Actualmente se contemplan dos hipótesis para explicar el cambio conformacional 

de la PrPC en PrPSc. Por un lado, el modelo de plegamiento asistido por molde (Figura 2), 

el cual propone que la PrPSc actúa como un molde para que la PrPC se convierta en PrPSc  

(Come et al., 1993). La PrPSc sería responsable de la disminución de la energía requerida 

que evita la transformación espontánea de PrPC en PrPSc (Aguzzi y Polymenidou, 2004, 

Aguzzi y Calella, 2009). 
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Figura 2: Modelo de plegamiento asistido por molde. 

 

Adaptado: Aguzzi y Sigurdson (2004) 

 

Por otro, la hipótesis de nucleación sembrada (Figura 3), en la que se sugiere que 

ambas isoformas se encuentran en estado de equilibrio, de forma que en un hospedador 

sano el equilibrio se desplaza ampliamente hacia la PrPC. De acuerdo con esa hipótesis, 

el agente infeccioso consistiría en un agregado altamente ordenado de moléculas de PrPSc 

de tipo amiloide. Este conjunto se formaría a partir de un núcleo o semilla que contendría 

un grupo de moléculas de PrPSc. Estos grandes polímeros serían capaces de inducir un 

cambio masivo sobre las moléculas normales, convirtiéndolas en moléculas de 

conformación anómala (Aguzzi y Polymenidou, 2004; Caughey et al., 1991; Come et al., 

1993). 

 

Figura 3: Modelo de nucleación sembrada. 

 

Adaptado: Aguzzi y Sigurdson (2004) 
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2.3 TRANSMISIÓN DE LAS EET 

  

La puerta de entrada del prion depende de la exposición a la que ha sido sometido 

el individuo. La exposición oral es la vía más relevante para adquirir la enfermedad de 

forma natural, el prion primero atraviesa la pared del tracto digestivo, resistiendo a la 

exposición a enzimas digestivas y a la acidez gástrica. De hecho, según un estudio en el 

que se inocularon ratones por vía intragástrica, se demostró que la PrPSc se acumulaba 

rápidamente en las placas de Peyer antes de acumularse en el bazo (Kimberlin y Walker, 

1989). También se ha demostrado, en infecciones experimentales, que la susceptibilidad 

a la infección por la vía oral se correlaciona positivamente con el número de placas de 

Peyer que están presentes en el intestino delgado (Prinz et al., 2003). Estas observaciones 

sugieren que el epitelio folicular asociado a las placas de Peyer puede ser un sitio de 

entrada para los priones. 

 En el scrapie, la principal fuente de contaminación son restos de placenta 

expulsados por animales infectados durante el parto, sin embargo la transmisión también 

puede ocurrir de forma vertical o materna, a través de la ingestión de leche y calostro 

(Konold et al., 2008) o por vía intrauterina (Foster et al., 2013; Garza et al., 2011).  

En la epidemia de la EEB, produ 

cida en los años 90, se comprobó que la forma de transmisión fue la utilización de 

harinas de carne y hueso elaboradas con restos de animales infectados por una EET en la 

alimentación de los bóvidos. Tras la retirada de dichas harinas, la incidencia de EEB se 

redujo drásticamente (Wilesmith et al., 1991, Wilesmith et al., 1992). En el caso del 

ganado vacuno no se ha descrito, en condiciones naturales, que el agente de la EEB se 

transmita horizontalmente mediante excreciones o secreciones, ni tampoco verticalmente 

por descendencia materna (Curnow y Hau, 1996, Wrathall et al., 2002). No obstante, en 

el año 2005 se detectó la infección de dos corderos nacidos de ovejas experimentalmente 

inoculadas por vía oral con el agente de la EEB bovina, comprobando que la EEB en 

pequeños rumiantes puede transmitirse maternalmente, aunque no se haya podido 

comprobar si dicha transmisión tuvo lugar in útero o fue perinatal (Bellworthy et al., 

2005). 

La transmisión del agente causal de la ECC es muy similar a la del scrapie clásico 

en el ovino, produciéndose de forma horizontal. Esa puede ocurrir mediante el contacto 

directo entre los animales, en el cual la saliva parece tener un papel importante en la 

trasmisión (Mathiason et al., 2006). Sin embargo, se considera como principal causa de 
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diseminación la contaminación ambiental a partir de excreciones procedentes de animales 

infectados (Haley et al., 2009a; Haley et al., 2009b; Safar et al., 2008; Tamguney et al., 

2009). 

La enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, puede ocurrir de tres formas distintas: 

iatrogénica, esporádica o familiar, siendo solo la ECJ iatrogénica la que se asocia a la 

utilización de instrumentos contaminados esterilizados de forma inadecuada. También se 

ha detectado que se puede asociar a la utilización de la hormona de crecimiento extraída 

de las glándulas pituitarias de pacientes afectados. En la vECJ, tras observarse que las 

personas afectadas eran más jóvenes de lo normal y que presentaban una patología 

distinta, se sugirió que se podría tratar de una nueva enfermedad probablemente asociada 

a la ingestión de productos de origen vacuno contaminados. 

 El prión se puede detectar en sangre asociado a linfocitos T, monocitos o a células 

mononucleares (Dassanayake et al., 2016) habiendo estudios que demuestran que puede 

ser transmitido eficientemente a través de la sangre y sus derivados. En ovejas, la EEB y 

el scrapie se han transmitido a través de transfusiones de sangre entera y de células 

blancas, incluso de donantes subclínicos (Houston et al., 2000). De forma similar, la ECC 

se ha transmitido mediante transfusión sanguínea a ciervos (Mathiason et al., 2006), y la 

vECJ por donaciones de sangre de humanos subclínicos que posteriormente desarrollaron 

la enfermedad (Llewelyn et al., 2004; Bishop et al., 2013).  

Estudios experimentales también han indicado que los priones pueden transmitirse 

a través de la piel (Mohan et al., 2004; Mohan et al., 2005; Glaysher y Mabbott, 2007) y 

aerosoles (Haybaeck et al., 2011; Denkers et al., 2013; Nichols et al., 2013), colonizando 

los linfonodos poco después de la exposición al agente. En la transmisión con aerosoles, 

las células M y las células epiteliales de la mucosa nasal parecen estar implicadas en el 

transporte del prion (Kincaid et al., 2012).  

 

2.3.1 Barrera de especies  

 

La “barrera de especies” en las enfermedades priónicas se define como la 

resistencia que un individuo presenta a infectarse con una EET proveniente de otra 

especie. Esa barrera, en la primera exposición, puede ser muy importante e incluso 

conducir a periodos de incubación que exceden la vida útil del individuo. Sin embargo, 

una vez que la cepa de priones se ha transmitido por primera vez a una especie, 

generalmente se adapta a su nuevo huésped y su transmisión se hace más eficiente, con 
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un mayor número de individuos que sucumben a la enfermedad y tiempos de incubación 

más cortos que los observados en la primera transmisión (Priola, 1999). 

A nivel molecular, inicialmente se creía que la barrera de transmisión estaba 

condicionada por completo por el grado de similitud de la secuencia de aminoácidos de 

la PrP entre especies donadoras y receptoras. Ahora se conoce que esta regulación no es 

completa pero sí muy relevante ya que durante la infección priónica se requiere una 

interacción física altamente específica entre la PrPC y la PrPSc para la conversión de los 

priones. Así, cambios mínimos en la secuencia de los aminoácidos de la PrPC tienen un 

gran impacto en la susceptibilidad de una especie a la infección con una cepa de prion 

específica. Muchos estudios han apoyado esta suposición, como por ejemplo el que 

comparó la susceptibilidad a la PrPSc de la Encefalopatía transmisible del visón de la 

comadreja negra frente al visón, mostrando una susceptibilidad distinta cuando fueron 

inoculados con el mismo aislado (Bartz et al., 1994). Las estructuras primarias de la PrPC 

de estos dos mustélidos solo difieren en dos residuos de aminoácidos, lo que podría ser la 

causa de las distintas susceptibilidades. 

Además de las variaciones interespecíficas en las secuencias de aminoácidos, las 

variantes alélicas en el gen PRNP pueden afectar a la eficacia de la transmisión de la 

enfermedad priónica. En humanos, la susceptibilidad a vCJD y a la EEB está modulada 

por el polimorfismo V/M (valina/metionina) en el codón 129. Los casos de vCJD solo se 

han observado en personas que son homocigóticas metionina en el codón 129 (Collinge 

y Clarke, 2007), mientras que los experimentos con ratones transgénicos han demostrado 

que la presencia de valina en ese codón actúa como una barrera de transmisión para el 

agente de la EEB, produciendo así alteraciones en el fenotipo de la enfermedad 

(Wadsworth et al., 2004). 

 

2.4 PATOGENIA DE LAS EET 

 

 En la mayor parte de las EET, el prion se acumula y se replica en los órganos 

linfoides secundarios antes de que ocurra la neuroinvasión. Así enfermedades como el 

scrapie natural (Pattison y Millson, 1960), la enfermedad crónica caquetizante (Sigurdson 

et al., 1999), la encefalopatía transmisible del visón (Hadlow et al., 1987) y la variante 

de Creutzfeldt-Jakob (Hilton et al., 1998), son consideradas linfotrópicas, en comparación 

con el scrapie atípico (cepa Nor98), ya que éste se caracteriza por una baja o nula 

implicación del SLR en la patogenia de la enfermedad (Andreoletti et al., 2011). 
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También se ha observado que los priones linfotrópicos parecen tener un rango de 

huéspedes superior en comparación con los priones neurotrópicos, en los que la invasión 

ocurre directamente en el SNC sin requerir una fase de replicación periférica (Beringue 

et al., 2012).  

En los casos en los que la PrPSc se acumula en el tejido linfoide, como en el scrapie 

clásico la PrPSc se acumula en primer lugar en el tejido linfoide asociado al tracto 

gastrointestinal (GALT: del inglés, Gut-Associated Lymphoid Tissue), principalmente en 

las placas de Peyer del íleon y yeyuno, linfonodos mesentéricos y tonsilas, y 

posteriormente, se observa el depósito en otros tejidos linfoides (Andreoletti et al., 2000, 

van Keulen et al., 2000). El depósito del prion en los tejidos como tonsila y mucosa rectal 

puede favorecer el diagnóstico preclínico de estas enfermedades, como es el caso de la 

vECJ (Hill et al., 1997) y del scrapie (Gonzalez et al., 2006).  

Diversos estudios han identificado a las células dendríticas foliculares (CDF) 

como un sitio de acumulación de la PrPSc en los tejidos linfoides de ratones infectados 

(Kitamoto et al., 1991). Además, las CDF expresan altos niveles de PrPC, pudiendo ser 

unas buenas candidatas para la replicación de la PrPSc en tejidos periféricos. De hecho, el 

tratamiento con una inmunoglobulina soluble del receptor de la linfotoxina β (LTβR-Ig) 

tiene como consecuencia la ablación de las CDFs maduras del bazo, y se ha visto que ello 

suprime la acumulación del prion en ese órgano y ralentiza la neuroinvasión tras la 

inoculación intraperitoneal con scrapie (Montrasio et al., 2000). Sin embargo no altera la 

patogénesis del prion después de la inoculación intracerebral (Mabbott et al., 2000). 

Efectos similares también se han obtenido utilizando un inhibidor del receptor del factor 

de necrosis tumoral (TNFR) (Mabbott et al., 2002). No obstante, la desdiferenciación de 

las CDFs tras el tratamiento con LTβR-Ig es eficiente si se aplica antes de la inoculación 

del prion, intraperitoneal u oral, pero no después (Mabbott et al., 2003). También, los 

ratones que carecen de LTα, LTβ, LTβR, LTα y TNF, son resistentes a la infección 

intraperitoneal y no se ha encontrado la PrPSc en el bazo, pero si en los linfonodos (Prinz 

et al., 2002). De esta forma, estos datos indican que las CDFs desempeñan un papel 

crucial en los tejidos linfoides en la retención periférica temprana y la replicación de cepas 

linfotrópicas del prion. Además, la desdiferenciación de las CDFs podría representar una 

opción válida en la profilaxis post-exposición contra la PrPSc (Aguzzi y Sigurdson, 2004). 

Tras acumularse en el tejido linfoide, el prion pasa al sistema nervioso entérico 

(SNE), que parece ser el punto de entrada del agente causal en el SNP (van Keulen et al., 

2002). Eso podría producirse una vez que el prion atraviesa la barrera intestinal y así 
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contactar directamente con las terminaciones nerviosas del plexo submucoso, que se 

encuentran inmediatamente debajo del epitelio intestinal (Jeffrey et al., 2006a). Tras la 

neuroinvasión del sistema nervioso entérico, el prion sigue en sentido retrógrado a través 

de nervios eferentes parasimpáticos y simpáticos que inervan el intestino hacia el núcleo 

dorsal del nervio vago (van Keulen et al., 2000). Una vez alcanzado el SNC la PrPSc se 

disemina ocasionando neurodegeneración espongiforme y una pérdida neuronal 

progresiva. El prion también puede diseminarse de forma centrífuga a través del SNP, 

alcanzando y acumulándose en distintos tejidos y órganos. En el caso del scrapie se ha 

demostrado que la PrPSc también puede acumularse en otros órganos y tejidos, como: 

- Glándula adrenal: en la medular de ovinos (Jeffrey et al., 2001, Garza et al., 2014), así 

como en la medular y en la región fascicular del cortex en caprinos (Acin et al., 2013). 

Garza y colaboradores también describen que los depósitos de PrPSc situados 

inmediatamente debajo de la cápsula de la glándula adrenal, parecen estar asociados a 

neuronas posganglionares y nervios que discurren hacia el interior de la sustancia 

glandular, transportados por delgados elementos de tejido conectivo que parten de la 

capsula. 

- Corazón: en los miocitos cardiacos (Garza et al., 2014).  

- Músculo esquelético: en miocitos de los músculos psoas mayor, supraespinal y 

semimembranoso (Andreoletti et al., 2004), así como en las fibras intrafusales de los 

husos neuromusculares (Garza et al., 2014).  

- Glándula mamaria: la presencia de la PrPSc en este órgano parece estar relacionada con 

procesos inflamatorios crónicos causados por el virus Maedi Visna en ovejas (Lacroux et 

al., 2008, Ligios et al., 2005) y por el virus de artritis encefalitis caprina en las cabras 

(Gonzalez et al., 2010). 

- Glándulas salivares: se ha detectado PrPSc asociada a células epiteliales de los conductos 

y acinos de las glándulas parótida, mandibular, bucal, palatina y labial de ovejas 

(Vascellari et al., 2007). En cabras sólo se ha podido detectar la PrPSc en un caso tras 

inoculación intracerebral (Acutis et al., 2012). 

- Riñón: se describen depósitos de PrPSc en la papila renal de ovejas (Siso et al., 2008; 

Garza et al., 2014) y en cabras sólo se ha podido detectar la PrPSc en un caso tras 

inoculación intracerebral (Acutis et al., 2012). 

- Vejiga de la orina: Garza y colaboradores (2014) observaron depósito de PrPSc en un 

caso natural de scrapie en ovejas, en las fibras del músculo liso de la pared, y en cabras 
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sólo se ha podido detectar la PrPSc en un caso tras inoculación intracerebral (Acutis et al., 

2012). 

 - Piel: recientemente se detectó por primera vez PrPSc en el estrato basal de la epidermis 

de una oveja (Garza et al., 2014), siendo infructuoso todo intento de encontrar 

acumulación en el caso de cabras. 

- Pulmón: los depósitos de PrPSc en este órgano han sido descritos solo en ovejas y suelen 

estar asociados a lesiones inflamatorias compatibles, por ejemplo, con el virus de Maedi 

Visna y/o bronconeumonías verminosas (Jeffrey y Gonzalez, 2007; Ryder et al., 2009; 

Salazar et al., 2010; Garza et al., 2014).  

- Hígado: se ha detectado depósito de PrPSc en las células de Kupffer en ovinos (Everest 

et al., 2011), así como en folículos linfoides asociados a conductos biliares en animales 

con lesiones compatibles con dicroceliosis (Garza et al., 2014). En caprino no se ha 

detectado acumulación de la proteína en este órgano. 

- Páncreas: Se han observado depósitos de PrPSc asociados a neuronas post ganglionares 

localizadas dentro del parénquima pancreático en ovejas (Garza et al., 2014), no habiendo 

sido descrito en la especie caprina. 

 

2.5 FACTORES GENÉTICOS  

 

En los mamíferos, la familia de los genes que codifica las proteínas priónicas 

contiene actualmente tres genes conocidos: PRNP (codifica las proteína prion, PrP), 

SPRN (codifica la proteina shadoo, Sho) y PRND (codifica la proteína doppel, Dpl)  

(Premzl et al., 2003; Premzl y Gamulin, 2007; Watts y Westaway, 2007). La PrP y la Sho 

se expresan de manera mayoritaria en la neuronas del SNC (Hu et al., 2007; Watts et al., 

2007), mientras que la Dpl parece ser específica del aparato reproductor (Genoud et al., 

2003). 

 En la mayor parte de las especies afectadas por las enfermedades priónicas, la 

susceptibilidad y la patogénesis son moduladas por el gen PRNP. En los animales de las 

especies ovina y caprina, el control de la enfermedad está ligado de manera compleja a 

genotipos específicos. Sin embargo, no todas las ovejas con el mismo genotipo en el gen 

PRNP son igualmente susceptibles o desarrollan la patología de la misma manera 

(Goldmann, 2008), lo que puede sugerir la participación de otros genes.  

Watts y colaboradores (2007) plantearon la hipótesis de que el gen SPRN y la 

proteína Sho podrían estar implicados en esas enfermedades, proponiendo que Sho y PrP 
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se unen al mismo receptor celular en su papel neuroprotector y que la alteración de la 

expresión de Sho, en las enfermedades priónicas, aumenta la muerte neuronal. 

Diversos estudios han sugerido una estrecha correlación entre la expresión de los 

genes PRNP y SPRN en el tejido cerebral de la especie ovina (Gossner et al., 2009; Lampo 

et al., 2009), demostrando la necesidad de comprender la genética de expresión de ambos 

genes. Suponiendo que Sho tiene un papel en las enfermedades priónicas, las diferencias 

genéticas en el gen SPRN en los rumiantes pueden, probablemente, contribuir a la 

susceptibilidad o patogénesis del scrapie en ovinos y caprinos, de la EEB en el ganado 

bovino y la enfermedad crónica caquectizante en ciervos. 

 

2.5.1 Gen PRNP 

 

El gen PRNP está altamente conservado en los mamíferos y existen otros genes 

parálogos descritos en otras especies como aves (Gabriel et al., 1992), anfibios (Strumbo 

et al., 2001), reptiles (Simonic et al., 2000) y peces (Cotto et al., 2005). El gen se 

encuentra en el cromosoma 13 en rumiantes, 2 en ratones y 20 en humanos (Sparkes et 

al., 1986), y su longitud es variable dependiendo de la especie: 31.412 pares de bases (pb) 

en la oveja (U67922), 26.943 pb en la cabra (EU870890), 78.056 pb en la vaca 

(AJ298878) y 65.476 pb en el ciervo mula (AY330343).  

 

Figura 4: Representación de la estructura del gen PRNP en la especie humana, en el 

modelo murino y en rumiantes. 

 

Adaptado: Allais-Bonnet y Pailhoux (2014) 

 

En la mayoría de las especies de mamíferos el gen PRNP contiene dos exones, 

con la excepción de ovejas, ratones y ratas, que poseen tres. En todos los casos la proteína 
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PrPC está codificada por el exón terminal en el que se encuentra todo el marco de lectura 

abierto (ORF- Open Reading Frame), y los otros exones albergan secuencias no 

traducidas tales como la región promotora y los sitios de terminación. En la región 

promotora, el gen PRNP se caracteriza por la ausencia de una caja TATA (Basler et al., 

1986), que se sustituye por una secuencia reguladora de repeticiones rica en GC, con 

posibles sitios de unión para muchos factores de transcripción tales como Sp1, AP1 y 

AP2 ( McKnight y Tjian, 1986; Westaway et al., 1994; Saeki et al., 1996; Inoue et al., 

1997; Mahal et al., 2001). 

El gen PRNP codifica la proteína prion (PrP), una glicoproteína de membrana que 

posee entre 230 y 256 aminoácidos, y que presenta una elevada homología entre las 

distintas especies, como por ejemplo entre las especies bovina y ovina, en las que un 94% 

de la secuencia nucleotídica es idéntica. Y en el caso del gen PRNP humano, éste presenta 

una homología del 65,4% con el ovino y del 66,7% en el bovino.  

 

2.5.1.1 Polimorfismos del gen PRNP en la especie ovina 

 

En la especie ovina se ha estudiado ampliamente la influencia que distintas 

mutaciones en el gen PRNP tienen sobre la susceptibilidad o resistencia al scrapie, 

describiéndose en los ovinos al menos 41 mutaciones que suponen un cambio 

aminoacídico en 27 codones distintos. 

Las variaciones más importantes descritas están presentes en los codones 136, 154 

y 171, dando lugar a cinco haplotipos distintos: VRQ, ARQ, AHQ, ARH y ARR, siendo 

el haplotipo ARQ considerado el ancestral (“wild type”). Los genotipos VRQ / VRQ, 

VRQ / ARQ y ARQ / ARQ se han asociado con la susceptibilidad a la enfermedad, 

mientras que el genotipo ARR / ARR se ha asociado con el mayor nivel de resistencia a 

la misma (Belt et al., 1995; Bossers et al., 1996; Hunter et al., 1996; Hunter et al., 1997). 

En acuerdo con el “British National Scrapie Plan”, la Comisión Europea ha 

agrupado los genotipos del gen PRNP ovino en cinco niveles de riesgo: 

- R1: genotipo más resistente, ARR/ARR.  

- R2: genotipos con alta resistencia, ARR/ARQ, ARR/ARH, ARR/AHQ. 

- R3: genotipos con baja resistencia: ARQ/ARQ, AHQ/AHQ, ARH/ARH, 

ARH/ARQ, AHQ/ARH, y AHQ/ARQ.  

- R4: genotipo susceptible, ARR/VRQ. 
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- R5: genotipos con alta susceptibilidad: ARQ/VRQ, ARH/VRQ, AHQ/VRQ, y 

VRQ/VRQ. 

De conformidad con la Decisión 2003/100 / CE de la Unión Europea, cada Estado 

miembro ha introducido en las poblaciones de ovejas un programa de selección genética 

a las EET, con objetivo de aumentar la frecuencia del alelo ARR.  

 

2.5.1.2 Polimorfismos del gen PRNP en cabras 

 

 Estudios realizados en todo el mundo demuestran que la especie caprina también 

presenta una gran variabilidad genética para el gen PRNP, habiéndose descrito más de 40 

polimorfismos con cambio aminoácido y 17 mutaciones silentes (Tabla 2).  

Diversos estudios, en los que han utilizado cabras infectadas con scrapie de forma 

natural y experimental, han demostrado que determinados polimorfismos en el gen PRNP 

están asociados con las EET y pueden modular la susceptibilidad o resistencia de sus 

portadores. Algunos estudios describen que la presencia de metionina en el codón 142 

puede representar un menor riesgo del individuo a desarrollar la enfermedad (Goldmann 

et al., 2011), además, en animales con dicho polimorfismo se han observado periodos de 

incubación más largos en determinadas EET experimentales (Goldmann et al., 1996). 

Otro estudio realizado en un rebaño de cabras con alta incidencia de scrapie, demostró 

que los animales portadores de la mutación I142M presentaban mayor cantidad de PrPSc 

en el encéfalo cuando eran comparados con los animales de genotipo ancestral, aunque el 

SLR estaba muy poco afectado (Gonzalez et al., 2010). 

También se ha descrito que las cabras portadoras del alelo con tres repeticiones 

de octapéptidos y a su vez de la mutación W102G, han demostrado una baja 

susceptibilidad al scrapie (Goldmann et al., 1998). En algunas razas de cabras griegas se 

ha identificado que las variaciones R143 y H154 pueden ofrecer alguna protección frente 

al scrapie natural (Billinis et al., 2002). Del mismo modo, una baja susceptibilidad al 

scrapie se ha relacionado con las variaciones R154H y R211Q (Barillet et al., 2009, 

Bouzalas et al., 2010), aunque el polimorfismo R154H se considera como un factor de 

riesgo para el scrapie atípico (Colussi et al., 2008).  
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Tabla 2: Polimorfismos descritos en la especie caprina. 

 

Codón Mutación Referencia 

18 W  R (Vaccari et al., 2009) 

21 V  A (Billinis et al., 2002) 

22 G  C (Hussain et al., 2011) 

23 L  P (Billinis et al., 2002) 

37 G  V (Agrimi et al., 2003) 

39 S  R (Babar et al., 2009) 

49 G  S (Billinis et al., 2002) 

63 P  L (Hussain et al., 2011) 

74 G  D (Acin et al., 2013) 

101 Q  R (Serrano et al., 2009; Vaccari et al., 2009) 

102 W  G (Goldmann et al., 1998)  

110 T  P (Agrimi et al., 2003) 

112 M  T (Acin et al., 2013) 

127 G  S (Zhang et al., 2004; Kurosaki et al., 2005) 

133 L  Q (Acutis et al., 2006)  

137 M  I (Acutis et al., 2006) 

139 R  S (Acin et al., 2013) 

139 R  S (Serrano et al., 2009) 

141 L  F (Acin et al., 2013) 

142 I  M (Goldmann et al., 2006) 

142 I  T (Acutis et al., 2008) 

143 H  R (Goldmann et al., 1996) 

145 G  D (Serrano et al., 2009) 

146 N  D (Papasavva-Stylianou et al., 2007) 

146 N  S (Zhang et al., 2004; Kurosaki et al., 2005) 

151 R  H (Papasavva-Stylianou et al., 2007) 

154 R  H (Billinis et al., 2002) 

163 Q  Stop (Papasavva-Stylianou et al., 2011) 

168 P  Q (Billinis et al., 2002) 

171 Q  R (Bouzalas et al., 2011) 

185 I  F (Babar et al., 2009) 

194 T  P (Acutis et al., 2008) 

201 F  L (Goldmann et al., 2011) 

208 I  T (Papasavva-Stylianou et al., 2011) 

211 R  Q (Wopfner et al., 1999) 

211 R  G (Zhou et al., 2008) 

215 Q  R (Acin et al., 2013) 

218 I  L (Zhang et al., 2004) 

219 T  I (Zhou et al., 2008) 

220 Q  H (Billinis et al., 2002) 

222 Q  K (Agrimi et al., 2003) 

232 G  W (Vaccari et al., 2009) 

240 S  P (Goldmann et al., 1996) 
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Otros polimorfismos como el N146D y N146S se han relacionado con la 

resistencia al scrapie en cabras de Chipre (Papasavva-Stylianou et al., 2011). En Italia en 

un estudio de 177 cabras de seis brotes de scrapie se encontró una posible asociación con 

la resistencia a la enfermedad en animales que presentaban la mutación glutamina (Q) a 

lisina (K) en el codón 222 (Acutis et al., 2006). Resultados similares fueron descritos en 

otro rebaño de cabras afectadas por scrapie en Italia (Vaccari et al., 2006) y en Francia 

(Barillet et al., 2009). Además, otros estudios experimentales con aislamientos de scrapie 

(Acutis et al., 2012; Corbière et al., 2013; Aguilar-Calvo et al., 2014; Lacroux et al., 

2014) refuerzan la hipótesis de que Q222K es un polimorfismo protector.  

Recientemente, en un estudio italiano se ha identificado la presencia del alelo 

D145 como posible candidato a conferir resistencia, pero teniendo en cuenta que es un 

estudio preliminar y realizado en una única raza, no se puede concluir su verdadera 

participación en la resistencia a la enfermedad (Maestrale et al., 2015). 

El alelo S127 ha demostrado cierta protección frente el scrapie clásico, tanto en 

estudios de casos naturales como experimentales (Goldmann et al., 2011; Dassanayake 

et al., 2015). La presencia de S127 retrasa la aparición de signos clínicos, pero no el 

depósito de la proteína prion en la fase final de la enfermedad.  

En un trabajo realizado en cabras portadoras de los polimosfismos I142M, R154H, 

R211Q y Q222K, infectadas con scrapie natural por vía oral e intracerebral se confirmó 

que los polimorfismos R154H y R211Q suponen un aumento considerable de la 

resistencia a la enfermedad por vía oral, que es incluso mayor que la proporcionada por 

el polimorfismo I142M. En el citado estudio, los individuos heterocigotos Q222K y una 

pequeña proporción de cabras homocigóticas K222 también desarrollaron la enfermedad, 

pero con períodos de incubación que fueron 4 a 5 veces más largos que los de los animales 

Q222Q. Estos resultados apoyan la opinión de que la variante K222 proporciona un efecto 

intenso pero no absolutamente protector frente el scrapie clásico (Lacroux et al., 2014).  

Recientemente, un estudio de ratones transgénicos caprinos Q222 (genotipo 

ancestral) y K222 inoculadas intracerebralmente con distintos aislados de EET demostró 

que los ratones que expresan el alelo Q222 fueron completamente susceptibles a la 

infección con todos los aislados. Los animales heterocigotos Q222K, demostraron mayor 

resistencia a los aislados de scrapie, mientras que los ratones transgénicos K222 

presentaron resistencia a todos los aislamientos de EEB bovina y scrapie, pero no a los 

aislamientos de EEB caprina. (Aguilar-Calvo et al., 2014).  
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2.5.1.3 Polimorfismos del gen PRNP en bóvidos 

 

En la especie bovina los polimorfismos del gen PRNP descritos (W84R, G100S, 

K113R, V115M, H143R, S146N y N177S) tienen poco o ningún efecto sobre la 

susceptibilidad o resistencia a la encefalopatía espongiforme bovina. Sin embargo, 

determinados estudios asocian ciertos polimorfismos en la región promotora del gen con 

la susceptibilidad a la EEB (Sander et al., 2004). Una hipótesis planteada es que los 

polimorfismos de la región promotora del gen PRNP bovino provocan cambios en la 

expresión del gen que podrían ser responsables de las diferencias en el periodo de 

incubación y / o en la susceptibilidad a la EEB. Parece existir una asociación entre la 

resistencia frente a la EEB y la inserción o deleción de 12 y 23 pares de bases en la región 

promotora del gen PRNP (Sander et al., 2004; Juling et al., 2006), de manera que aquellos 

animales que presentan alelos de deleción en homocigosis de 23 pb y 12 pb poseen un 

mayor riesgo de desarrollar EEB (Haase et al., 2007). 

 

2.5.1.4 Polimorfismos del gen PRNP en ciervos 

 

Varios estudios, realizados sobre todo en América del Norte, también han 

demostrado una asociación entre polimorfismos del gen PRNP y la modulación de la 

enfermedad crónica caqueutizante. El primer polimorfismo descrito como protector a la 

enfermedad fue el M132L, en el alce de las Montañas Rocosas (Cervus elaphus nelsoni), 

en el que la homocigosidad metionina en este mismo codón estaría asociada con la 

susceptibilidad (O'Rourke et al., 1999). Posteriormente, mediante infección experimental 

de alces por vía oral (Hamir et al., 2006) e inoculación de ratones transgénicos que 

expresaban los polimorfismos M132 y L132, también se observó el efecto protector de 

esas variaciones (Green et al., 2008). Sin embargo, un estudio con animales de vida libre 

de la misma especie infectados de forma natural con la ECC no demostró asociación entre 

los distintos polimorfismos en el codón 132 y la susceptibilidad a la enfermedad 

(Perucchini et al., 2008).  

En el ciervo mula (Odocoileus hemionus) en un estudio de infección natural, los 

animales homocigotos serina en el codón 225 mostraron tener una mayor susceptibilidad 

a infectarse con la ECC, que los animales S/F o FF (Jewell et al., 2005). No obstante, el 

genotipo S225F parece reducir la susceptibilidad o afectar el curso de la enfermedad, pero 

no confiere resistencia completa.  
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En el ciervo de cola blanca (Odocoileus virginianus) se han detectado 

polimorfismos en los codones 65 (G → E), 95 (Q → H), 96 (G → S) y 116 (A → G) 

(Heaton et al., 2003; O'Rourke et al., 2004), y estos últimos tres parecen estar asociados 

con una menor susceptibilidad a la EEC (Johnson et al., 2003; O'Rourke et al., 2004; 

Johnson et al., 2006). En un estudio realizado en Nebraska, utilizando ciervos cautivos, 

los individuos con presencia de serina en el codón 96 presentaron una menor 

susceptibilidad a la ECC que los demás (O'Rourke et al., 2004). De forma similar, se 

observó que ciervos de vida libre, en Wisconsin, portadores de histidina en el codón 95 y 

serina en el codón 96 presentaban menor susceptibilidad a la enfermedad, aunque se 

detectó un animal G96S/S96S positivo, lo que demostró que serina en el codón 96 

tampoco confiere total resistencia (Johnson et al., 2006).  

Se han descrito otros polimorfismos en especies de cérvidos no americanas, como 

en un estudio realizado en Escandinavia que identificó la presencia de los polimorfimos 

K109Q en el alce europeo (Alces alces), N176D y S225Y en el reno (Rangifer t.tarandus), 

y Q226E en el gamo (Dama dama) (Wik et al., 2012). Y en estudios realizados  con 

ciervos sika (Cervus nippon) alojados en régimen de cautividad en China y Corea, se 

observaron variaciones de aminoácidos en los codones 100 (S → G) y 226 (E → Q) 

(Meng et al., 2005; Jeong et al., 2007).  

 

2.5.1.5 Polimorfismos del gen PRNP en la especie humana 

 

En la especie humana el gen PRNP se localiza en el cromosoma 20 y codifica para 

una proteína de 253 aminoácidos. Actualmente se han descrito 25 mutaciones en el gen 

PRNP humano, pero no todas están ligadas a las EET. Las mutaciones en los codones 

102, 117, 178, 198 y 200 han sido identificadas en formas familiares de EET humanas 

(Doh-ura et al., 1989; Goldgaber et al., 1989; Hsiao et al., 1989). La mutación que supone 

un cambio de prolina por leucina en el codón 102 es suficiente para causar una forma de 

GSS, mientras que la causa más frecuente de ECJ familiar es la mutación puntual en el 

codón 200, la cual aparece en más del 70% de las familias con ECJ hereditaria del mundo. 

También se ha demostrado que el polimorfismo M/V en el codón 129 parece ser un factor 

clave en la susceptibilidad a las EET humanas, además de actuar como un modificador 

del fenotipo de la enfermedad (Collinge et al., 1991; Doh-ura et al., 1991; Palmer et al., 

2017). Los polimorfismos en el codón 129 varían mucho entre los asiáticos orientales y 

los caucásicos. Un abrumador porcentaje de asiáticos orientales (92% a 94%) son 
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homocigotos metionina (M129M), y un porcentaje mucho más bajo de caucásicos tiene 

este polimorfismo (32% a 45%) (Jeong y Kim, 2014). Todos los casos de vCJD con 

síntomas clínicos y análisis genético en todo el mundo son homocigotos para M129M. 

Además, el polimorfismo del codón 129 del gen PRNP tiene efectos obvios sobre las 

características clínicas, neuropatológicas y patogénicas de la enfermedad priónica 

(MacDonald et al., 1996; Kovacs et al., 2000). 

 

2.5.2 Gen SPRN 

 

 La primera descripción del gen SPRN fue en 2003, cuando a partir de una 

secuencia de ADN del pez cebra se identificaron proteínas homólogas en peces y 

mamíferos, y se empezó a caracterizar el gen y la proteína codificada mediante las 

informaciones ya existentes. Se observaron similitudes entre esta proteína y la proteína 

prión (PrP), así como su alta expresión en encéfalo, lo que hizo pensar que la misma podía 

estar relacionada funcionalmente con la PrP y quizás ser importante para entender la 

susceptibilidad a las enfermedades priónicas (Premzl et al., 2003).  

El gen SPRN está altamente conservado entre las distintas especies y codifica una 

proteína de 130-150 aminoácidos llamada Shadoo, que comparte varias características 

estructurales y bioquímicas con la PrP. El gen se encuentra en el cromosoma 26 en 

rumiantes, 7 en ratones y 10 en humanos, y está compuesto por dos exones, la parte 

proximal de 1 a 122 pb comprende el exón 1 y de 123 a 908 pb, comprende el exón 2. El 

tamaño del intrón es de 4233 pb y el marco de lectura abierto completo (formado por 399 

pb,) está codificado por el exón 2 (Figura5) (Premzl et al., 2003). 

 

Figura 5: Representación de la estructura del gen SPRN en la especie humana, en el 

modelo murino y en rumiantes. 

 

Adaptado: Allais-Bonnet y Pailhoux (2014) 
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La variación de la secuencia en el gen SPRN puede tener un efecto sobre la 

susceptibilidad al scrapie, ya que se cree que Sho está implicada en la patogénesis de las 

EET y muestra niveles reducidos durante las infecciones por priones. Un estudio de Beck 

y colaboradores (2008) demostró la asociación del gen SPRN con la enfermedad de 

Creutzfeldt–Jakob esporádica y con la variante de ECJ. Se observó que una mutación en 

el gen podía reducir la expresión de Sho, lo que parecía aumentar el riesgo de la vECJ y 

que otra mutación de codificación podía ser también un factor de riesgo para la ECJ 

esporádica. Esta afirmación es contraria a lo que sucede con el gen PRNP en el que la 

reducción de la expresión tiene el efecto opuesto sobre el scrapie (Manson y Tuzi, 2001). 

En las ovejas, la inserción / deleción de dos residuos de alanina en la región 

hidrófoba de SPRN homóloga de la PrP, se ha asociado con susceptibilidad al scrapie 

clásico (Lampo et al., 2010). En cabras, sin embargo, los datos sobre la variabilidad del 

SPRN son limitados. Un estudio de Peletto y colaboradores (2012) demostró una 

asociación entre el gen SPRN y el scrapie caprino. En este caso, la inserción / deleción 

identificada (602_606insCTCCC) en el 3`UTR se considera que puede servir como un 

objetivo genético distinto para predecir el riesgo de la enfermedad del scrapie en cabras.  

 

2.6 DIAGNÓSTICO DE LAS EET 

 

El diagnostico precoz es fundamental para aumentar la posibilidad de control de 

las enfermedades, pero en el diagnóstico de las EET desafortunadamente los métodos in 

vivo no poseen una alta sensibilidad. En el caso del diagnóstico clínico, en ocasiones 

puede resultar difícil ya que el cuadro clínico que el individuo presenta es difuso, no 

existiendo ningún signo único, sino que, por el contrario, una gran cantidad de signos 

compartidos con otras patologías que afectan al SNC. Además, en el diagnóstico 

diferencial en los rumiantes deben de tenerse en cuenta todos los tipos de enfermedades 

neurológicas que afectan a estas especies, incluidas las encefalitis infecciosas, los 

trastornos metabólicos (cetosis, hipomagnesemia), las toxicosis, las neoplasias y los 

traumatismos (OIE, 2016).  

En el caso concreto del scrapie, el diagnóstico in vivo se realiza mediante la 

identificación de agregados de folículos linfoides en el extremo distal de la mucosa rectal 

(Aleksandersen et al., 1991), y la posterior detección de la PrPSc (Gonzalez et al., 2005), 

o en otros tejidos como el tercer párpado (Vargas et al., 2006) o las amígdalas palatinas 
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(van Keulen et al., 1996). Sin embargo, estas pruebas presentan una baja sensibilidad, 

dando lugar a falsos negativos, porque la distribución del prión a través del sistema 

linfoide depende de la resistencia genética del animal, de la exposición y de la cepa 

priónica. 

 

2.6.1 Examen histopatológico 

 

 Inicialmente el diagnóstico de las EET se realizaba mediante la técnica histológica 

y tinción de hematoxilina-eosina, con la cual se pueden observar lesiones microscópicas 

características en el SNC (Wells y Wilesmith, 1995), principalmente espongiosis que 

suele acompañarse de gliosis, degeneración y pérdida neuronal, y en determinados casos, 

amiloidosis (Wells y McGill, 1992). El perfil lesional se llevó a cabo por vez primera en 

un estudio de la biología del scrapie en el modelo murino experimental (Fraser y 

Dickinson, 1968). Posteriormente se adaptó para la caracterización de EET naturales, 

inicialmente para BSE (Simmons et al., 1996), y más tarde para scrapie en ovejas 

(Begara-McGorum et al., 2002; Ligios et al., 2002) y cabras (Caramelli et al., 2001). 

Estas aplicaciones previas de perfiles lesionales se utilizaron para abordar diversas 

hipótesis con respecto a las similitudes o características fenotípicas comunes dentro de 

conjuntos de casos examinados. No obstante, debido a la dificultad e incluso en ocasiones 

imposibilidad de realizar el diagnóstico en los casos en los que los animales presentan 

lesiones mínimas o insuficientes (Begara-McGorum et al., 2000), surgió la necesidad de 

utilizar otras técnicas de diagnóstico. 

 

2.6.2 Técnicas de diagnóstico rápido 

 

Hasta el año 2001 el diagnóstico de las EET dependía de la detección de “animales 

clínicamente sospechosos” y su posterior confirmación laboratorial con las técnicas 

reconocidas por la OIE: examen histopatológico, detección de PrPSc mediante técnicas 

IHQ o de WB y la observación de las fibrillas asociadas a scrapie (SAF) mediante 

microscopía electrónica. Con la puesta en marcha de la vigilancia activa en España (RD 

3454/2000), se introdujeron los test rápidos de diagnóstico que permitieron diagnosticar 

un elevado número de animales en un tiempo razonablemente corto. Estos tests se basan 

en la detección de la PrPSc mediante la utilización de anticuerpos específicos, los cuales 
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son capaces de diferenciar distintas conformaciones, uniéndose específicamente a la PrPSc 

y no a la PrPC o bien por las características de resistencia de la PrPSc a las proteasas.  

Actualmente existen en el mercado 7 test autorizados para el diagnóstico de las 

EET en las especies ovina y caprina (Bio-Rad TeSeE test, Bio-Rad TeSeE Sheep/Goat 

rapid test, Enfer TSE Kit version 2.0, Enfer TSE version 3, IDEXX HerdChek 

BSEScrapie Antigen Test Kit, EIA, Prionics-Check Western Small Ruminant test, 

Prionics Check LIA Small Ruminants) y nueve para el diagnóstico de la EEB (Prionics-

Check Western test, Enfer test y Enfer TSE Kit version 2.0, Enfer TSE version 3, Bio-

Rad TeSeE test, Prionics-Check LIA test, IDEXX HerdChek BSE Antigen Test Kit, EIA, 

Prionics Check PrioSTRIP, Roboscreen Beta Prion BSE EIA Test Kit, Roche Applied 

Science PrionScreen). 

 

2.6.3 Inmunohistoquímica  

 

Independientemente del diagnóstico in vivo o de las técnicas rápidas, siempre es 

necesaria la confirmación de las muestras positivas. La técnica de elección para 

diagnóstico de las EET es la inmunohistoquímica, una técnica de alta sensibilidad y 

especificidad, siendo considerada el método de diagnóstico de referencia por la OIE. 

Consiste en la detección microscópica de inmunotinción de la PrPSc, y también revela su 

patrón y distribución en el tejido. Para obtener una buena sensibilidad y especificidad de 

la técnica, es importante el protocolo de fijación del tejido y los procedimientos 

empleados para desenmascarar los antígeno y para eliminar la proteína prion celular.  

La IHQ también se utiliza como método para diferenciar distintas cepas, ya que la 

acumulación de PrPSc en el encéfalo da lugar a una serie de patrones o tipos de depósito 

característicos y diferenciables, cuya magnitud se puede valorar en diferentes áreas 

neuroanatómicas con el fin de elaborar un perfil inmunohistoquímico. 

 

2.6.4 Western Blot 

 

El diagnóstico mediante Western Blot también es un método fiable, y que además, 

permite detectar la proteína patológica en tejido fresco o congelado, en función de su 

resistencia a la digestión por proteinasa K (pK), su peso molecular y su reacción frente a 

anticuerpos específicos. En esta técnica, la muestra es sometida a un proceso de digestión, 

en el cual la PrPC se degrada por completo, mientras que en la PrPSc el extremo N-terminal 
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deja una fracción resistente a la pK de 27 a 30 kDa. Posteriormente se aplica una 

electroforesis en gel de poliacrilamida, de forma que la PrPSc migra y se separa en función 

del peso molecular presentando un patrón típico de tres bandas: diglicosilada, 

monoglicosilada y no-glicosilada. Luego se realiza la transferencia a una membrana y por 

último se lleva a cabo una reacción antígeno anticuerpo, para poder visualizar esas 

distintas bandas. Esta técnica presenta una elevada sensibilidad y por tanto una incidencia 

muy baja de falsos negativos. También es un método utilizado para la diferenciación de 

cepas, de manera que el número de bandas detectadas, la altura e intensidad de cada una, 

e incluso su afinidad por determinados anticuerpos, constituye un patrón de glicosilación 

particular de cada agente causal (Collinge et al., 1996; Somerville et al., 1997). 

 

2.6.5 Programa de vigilancia 

 

 La posibilidad de que el prion saltara la barrera de especie, como quedó 

demostrado por la transmisión del agente causal de la EEB a los humanos dando origen 

a la vECJ (Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997), hizo que se implantasen numerosas 

medidas legislativas en la UE dirigidas a erradicar la EEB y evitar su transmisión a otras 

especies animales y al hombre. Aunque no hay evidencias de que el scrapie suponga un 

riesgo para la salud humana (Detwiler y Baylis, 2003), se ha demostrado que ovinos y 

caprinos pueden infectarse de manera experimental y natural por vía oral con el agente 

de la EEB (Foster et al., 1993; Eloit et al., 2005). Además, la imposibilidad de diferenciar 

clínica y anatomopatológicamente el scrapie de la EEB en pequeños rumiantes, determinó 

que las principales medidas adoptadas para la vigilancia y control de la EEB, se aplicasen 

también al scrapie. Por ello, ante el riesgo que supuso la entrada del agente causal de la 

EEB en la cadena alimentaria, se establecieron programas de vigilancia de ambas 

enfermedades, EEB y scrapie, con el objetivo principal de detectar los animales 

infectados y eliminarlos de la cadena alimentaria como medida para proteger la salud 

pública y la seguridad de los alimentos (Real Decreto 617/2007 y según las 

modificaciones introducidas en el Real decreto 526/2014).  

Los estudios sobre la patogenia de la EEB indican que la infectividad se localiza 

principalmente en el SNC y, en el caso del scrapie, también en el SLR. Los tejidos que 

presentan una mayor infectividad se definieron como materiales específicos de riesgo 

(MER) y la medida más importante para la protección de los consumidores fue la 

exclusión de los mismos de la cadena alimentaria humana (Reglamento (CE) 999/2001 y 
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sus modificaciones; Bradley, 2002; Dormont, 2002). En el caso del ovino y caprino, se 

clasifican como MER el cráneo (incluidos el encéfalo y los ojos), las amígdalas y la 

médula espinal de animales de más de 12 meses de edad o en cuya encía haya hecho 

erupción un incisivo definitivo, y el bazo y el íleon de todos los animales. En el caso del 

bovino, el cráneo (incluidos el cerebro y los ojos), las amígdalas y la médula espinal de 

los bovinos de más de doce meses, así como los intestinos, desde el duodeno hasta el 

recto, de los bovinos de todas las edades; toda la cabeza (excluida la lengua), incluidos el 

cerebro, los ojos, los ganglios del trigémino y las amígdalas; el timo; el bazo y la médula 

espinal de los bovinos de más de 6 meses, así como los intestinos, desde el duodeno hasta 

el recto, de los bovinos de todas las edades; la columna vertebral, incluidos los ganglios 

de la raíz dorsal, de los bovinos de más de 30 meses. 

A nivel de la UE, el seguimiento de las EET está regulado por el Reglamento 

comunitario (CE) 999/2001 y sus posteriores modificaciones, que recogen todas las 

medidas de obligado cumplimiento en el territorio de la Unión en diversos campos. La 

primera medida tomada en la UE para prevenir, controlar y erradicar las EET fue el 

control de las harinas de carne y hueso en el pienso en el año 1994.  

En España, en 1997 se inició un programa de vigilancia pasiva que se basó en la 

detección y declaración obligatoria de los animales clínicamente sospechosos de padecer 

una EET. En el año 2000, tras la declaración del primer caso de EEB en España, se publicó 

el RD 3454/2000, por el que se establecía un Programa integral coordinado de vigilancia 

activa y control de las encefalopatías espongiformes transmisibles de los animales, que 

incluyó, como actuaciones concretas, los programas de vigilancia, el control de las 

materias empleadas en la alimentación de animales, la inspección de establecimientos de 

transformación de subproductos y animales muertos y el control de los materiales 

especificados de riesgo (MER). El programa de vigilancia activa se basó en la búsqueda 

activa de la enfermedad, mediante un muestreo obligatorio de vacunos, sacrificados en 

los mataderos y de campañas de saneamiento de más de 24 meses de edad en un principio, 

y de los animales muertos en las explotaciones de vacunos. Asimismo se incorporó el uso 

de los test rápidos en el diagnóstico de la enfermedad bovina. Un programa similar se 

estableció para los pequeños rumiantes, aunque con la diferencia fundamental de que la 

vigilancia activa consistió en un muestreo aleatorio y representativo. 

Durante el año 2005 debido a la disponibilidad de test diagnósticos 

discriminatorios que permitían diferenciar entre EEB y scrapie (EFSA 2005), y tras la 

confirmación del primer caso de EEB en un animal de la especie caprina, se modificó la 
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normativa comunitaria con el objeto de poder discriminar entre scrapie y EEB en todos 

los casos confirmados de una EET en pequeños rumiantes. El Reglamento (CE) 36/2005 

establece que deben realizarse estas pruebas discriminatorias de forma rutinaria en todos 

los casos confirmados de scrapie.  

Las medidas de erradicación se aplican según lo dispuesto en el Anexo VII del 

Reglamento (CE) 999/2001 y según las modificaciones introducidas en el Reglamento 

(CE) 103/2009. Dentro de ellas están: destrucción del animal infectado, sacrificio y 

destrucción de animales expuestos, desinfección apropiada de instalaciones, 

reintroducción de animales nuevos y restricciones al movimiento. Tras la confirmación 

de un caso de scrapie, todas las partes del cuerpo del animal infectado debían ser 

destruidas. Si tras las pruebas laboratoriales, los resultados no permiten descartar la 

presencia de EEB, se destruirán también la leche y productos lácteos presentes en la 

explotación desde la fecha en que se detectaron los animales positivos. En 2003, para la 

especie ovina, se aplicó el Reglamento (CE) 260/2003 que estableció la realización de 

pruebas genéticas de los animales para determinar individualmente si el animal es 

portador del alelo ARR, considerado como "resistente" o si es portador, por ejemplo, del 

alelo VRQ siendo considerado como "sensible". De forma que únicamente se estableció 

como obligatorio el sacrificio de los animales de los genotipos "sensibles". Además, la 

repoblación del rebaño se debía realizar con animales "resistentes", es decir, en rebaños 

en los que se había detectado un foco de scrapie sólo se podrían introducir ovinos machos 

del genotipo ARR/ARR  y hembras portadoras de al menos un alelo ARR y ningún VRQ. 

 

2.7 CARACTERIZACIÓN DE CEPAS  

 

Al igual que los agentes infecciosos convencionales, los priones presentan una 

gran variedad de cepas, que pueden causar distintos periodos de incubación, signos 

clínicos y perfiles lesionales y de depósito de la PrPSc. La primera evidencia de la 

existencia de diferentes cepas priónicas se identificó en cabras inoculadas con un grupo 

de encéfalos de ovejas infectados con scrapie. La transmisión del scrapie produjo dos 

enfermedades clínicas distintas: “scratching (rascarse)” y “drowsy (adormecido)” 

(Pattison et al., 1959; Pattison y Millson, 1961).  

La aparición de nuevas cepas de priones ocurre cuando un prión propagado no 

mantiene las mismas características bioquímicas y patogénicas que la cepa original. Este 
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fenómeno puede ocurrir durante la transmisión cruzada de especies o dentro de una sola 

especie (Falsig et al., 2008). En el primer caso, la secuencia de PrPC del huésped es 

diferente de la del donante (agente prion) y, debido a la barrera de especie, el proceso de 

conversión puede conducir a una cepa diferente (Collinge et al., 1996). En el segundo 

caso, el gen PRNP es idéntico en el donante y en el huésped, lo que sugiere que otros 

mecanismos tales como cofactores o el entorno celular del huésped o polimorfismos de 

la secuencia PrPC pueden estar implicados en la selección de cepas. Para la identificación 

y caracterización de las diferentes cepas responsables de las EET, se debe tener en cuenta 

que, al carecer el agente etiológico de ácido nucleico, las cepas deben diferenciarse por 

sus propiedades fenotípicas; de forma que podrían definirse como aquellas variantes 

priónicas infecciosas que, al transmitirse a hospedadores idénticos, dan lugar a distintos 

fenotipos de la enfermedad.  

Para caracterizar las cepas priónicas se utilizan una serie de parámetros diferentes: 

- Propiedades biológicas: las cepas priónicas producen fenotipos específicos para 

las distintas enfermedades, que pueden identificarse por sus periodos de incubación, 

signos clínicos y alteraciones histopatológicas (perfil lesional), la distribución de la PrPSc 

y sus tropismos tisulares y celulares. 

- Propiedades bioquímicas: cada cepa priónica se asocia con un grupo específico 

de características bioquímicas, siendo las principales para la diferenciación del prion las 

siguientes: la estabilidad frente a los agentes desnaturalizantes, los patrones de 

glicosilación, la movilidad electroforética tras la digestión con PK, y la resistencia a la 

degradación proteolítica. También se ha descrito que las cepas pueden diferir en su 

afinidad de unión por el cobre (Wadsworth et al., 1999).  

- Propiedades de conformación: las distintas cepas pueden mostrar patrones 

similares de resistencia a la proteasa, pero pueden distinguirse por sus conformaciones. 

Las diferencias en la conformación pueden revelarse mediante técnicas de sedimentación 

(Bessen y Marsh, 1992), de dispersión de la luz (Scheibel y Lindquist, 2001), de 

microscopía electrónica de transmisión y microscopía de fuerza atómica para ensamblaje 

(Serio et al., 2000), mediante estudios de cambio estructural, por dicroísmo circular (Safar 

et al., 1998) y por tinción vinculante (Nilsson, 2004, Sigurdson et al., 2006, Sigurdson et 

al., 2007), y finalmente mediante el mapeo de sitios de unión por inmunoensayo 

dependiente de la conformación (CDI) (Zou et al., 2003). 
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2.7.1 PERFIL LESIONAL DE VACUOLIZACIÓN 

 

La lesión histopatológica más característica en las EET es la degeneración 

vacuolar del neuropilo de la sustancia gris, la cual se distribuye de forma específica en 

determinadas áreas del encéfalo según la cepa causante de la enfermedad y la raza del 

hospedador (Bruce y Fraser, 1991; Wood et al., 1997). La comparación de los perfiles de 

vacuolización por sí solos no puede conducir a afirmaciones definitivas sobre la cepa 

infectante ya que otros aspectos del fenotipo de la enfermedad también deben ser tomados 

en consideración. Para realizar el perfil histopatológico se valora de forma subjetiva la 

vacuolización de una serie de áreas presentes en diferentes secciones del encéfalo del 

animal, las cuales son: médula oblongada, cerebelo, puente, mesencéfalo, diencéfalo, 

ganglios basales y corteza cerebral frontal. Esta valoración se realiza dando un valor a 

cada área entre 0 (ausencia de vacuolización) a 3 (vacuolización extensa). 

 

2.7.2 PERFIL INMUNOHISTOQUÍMICO  

  

Los perfiles inmunohistoquimicos, se realizan mediante el análisis de los 

depósitos de PrPSc en el SNC y se pueden utilizar como herramienta para diferenciar las 

distintas cepas priónicas. Se describen, en general, 14 tipos distintos de depósito de PrPSc 

en 24 áreas, clasificándolos de manera subjetiva en grados de 0 (ausente) a 3 (severo) 

(Gonzalez et al., 2014): Los 14 tipos definidos son: 

- Intraneuronal: depósito de PrPSc que se encuentra en el pericarion de las neuronas.  

- Intra-astrocítico: depósito de tipo granular localizado alrededor del núcleo de los 

astrocitos.  

- Intramicroglial: grandes gránulos que aparecen alrededor del núcleo de células de la 

microglía.  

- Particulado fino: punteado fino que se encuentra en el neuropilo. 

- Amorfo asociado a glía: punteado grueso que se encuentra en el neuropilo.  

- Perineuronal: el depósito se encuentra alrededor de las neuronas.  

- Lineal: depósito de PrPSc formando líneas más o menos contínuas que parecen asociarse 

a axones neuronales.  

- Estrellado: depósito radiado y ramificado que normalmente se centra en el núcleo de 

una célula de la glía.  

- Subpial: agregados localizados debajo de la piamadre.  
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- Subependimal: agregados situados debajo de la capa de células ependimales.  

- Perivascular: acumulación de depósitos alrededor de vasos sanguíneos.  

- Perivacuolar: acumulación de PrPSc alrededor de vacuolas presentes en la sustancia gris 

o de espacios vacíos en la sustancia blanca.  

- Placas vasculares: agregados de PrPSc que se acumulan alrededor de un núcleo 

intensamente teñido asociado a un vaso sanguíneo.  

- Placas no vasculares: similares a las anteriores, pero no asociadas a un vaso.  

En el scrapie ovino, el marcaje intraneuronal con el anticuerpo P4 es siempre 

mayor que con los anticuerpos como: R145, R482, R486 y L42. No obstante, este efecto 

se invierte en animales infectados con EEB. Estas diferencias entre el marcaje intraglial 

e intraneuronal del encéfalo de ovejas infectadas por la EEB y scrapie coinciden con la 

certeza de que la proteína prion de la encefalopatía espongiforme bovina es sintetizada o 

plegada de forma distinta que la del scrapie. Sólo el anticuerpo P4 da mayor marcaje 

intraneuronal en el SNC infectado con scrapie que en la infección con el agente de la 

EEB. Además, casos preclínicos de ovejas infectadas por EEB pueden distinguirse de 

casos de scrapie por la menor cantidad de marcaje de PrPSc que contienen las secuencias 

de aminoácidos péptidos 84–102 en células del SNC (Jeffrey et al., 2001). 

 

2.7.3 PATRÓN DE GLICOSILACIÓN 

 

La técnica de western blot permite observar un patrón de glicosilación de tres 

bandas que representan las tres glicoformas en las que se encuentra presente la proteína: 

diglicosilada, monoglicolisada y no glicosilada. En el caso de las cepas naturales de 

scrapie ovino no se sabe mucho sobre los diferentes patrones de glicosilación, habiéndose 

conseguido identificar en hospedadores naturales únicamente tres cepas de las 20 que se 

han comprobado que existen tras transmisión al modelo murino: la SSBP/1 (Dickinson et 

al., 1968), la CH1641 (Foster y Dickinson, 1988) y la cepa de scrapie atípico Nor98 

(Benestad et al., 2003).  

En Noruega, en 1998 se describieron cinco casos de scrapie natural que al 

analizarse mediante la técnica de Western Blot se identificó una característica inusual, un 

glicoperfil de PrPSc con una banda fuertemente marcada en 12 kDa, distinta a la de otras 

cepas conocidas de scrapie y de la cepa de EEB. Además de que las ovejas afectadas 

tenían genotipos homocigoto AHQ/AHQ y heterocigoto AHQ/ARQ presentaban 
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vacuolización del neuropilo y depósitos de PrPSc en la corteza cerebral y cerebelosa. Estas 

características tan especiales hicieron sospechar de una nueva cepa de scrapie, que fue 

denominada como Nor98 (Benestad et al., 2003). 

En el caso de la EEB en la especie bovina, el estudio de los patrones de 

glicosilación ha permitido la identificación de dos cepas atípicas, además de la clásica: la 

tipo L y la tipo H. Se diferencian por el peso molecular y el grado de glicosilación. Así la 

cepa tipo L tiene un patrón de glicosilación que refleja un menor peso molecular y unas 

proporciones relativas de las tres glicoformas distintas a la EEB clásica (Casalone et al., 

2004); mientras que la cepa tipo H tiene un patrón de glicosilación similar al clásico, pero 

presenta un mayor peso molecular (Biacabe et al., 2004). 

La tipificación molecular de las cepas priónicas de casos naturales de scrapie no 

ha demostrado similitud con la EEB. Un estudio demostró que la banda no glicosilada en 

la EEB ovina presentaba un tamaño molecular menor que en el caso del scrapie ovino 

(Hill et al., 1998). No obstante, hay referencias de que el aislamiento de scrapie CH1641 

tiene un perfil molecular muy similar al de la EEB, pero difiere en sus características de 

transmisión a los ratones (Hope et al., 1999). Posteriormente, se observó que mediante la 

aplicación de un protocolo que utiliza dos anticuerpos distintos (P4 y 6H4), el anticuerpo 

P4 presenta una alta afinidad en el caso del scrapie, pero no en el caso de la EEB (Stack 

et al., 2002). Al parecer, el epítopo para este anticuerpo está próximo al extremo N-

terminal de la proteína ovina, cercano al lugar de unión de la proteinasa K, y 

probablemente una porción importante de dicho epítopo se destruya parcial o totalmente 

en el caso de la EEB, reduciéndose así la posibilidad de unión del anticuerpo. Así, 

mediante la utilización de determinados protocolos, se establecieron diferencias entre 

ovinos infectados de EEB y con scrapie natural a partir del análisis de los perfiles de 

glicosilación, diferencias relativas al peso molecular y a la proporción de las glicoformas 

características según el agente causal (Nonno et al., 2003). 
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ESTUDIO I 

 Efecto del genotipo del gen PRNP sobre la susceptibilidad a 

la Encefalopatía Espongiforme Bovina en la especie caprina. 
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3. ESTUDIO I: Efecto del genotipo del gen PRNP sobre la susceptibilidad a la 

Encefalopatía Espongiforme Bovina en la especie caprina. 

 

3.1 INTRODUCCIÓN 

 

El scrapie se detectó por primera vez hace más de dos siglos y desde entonces 

hasta hoy no se ha demostrado evidencia epidemiológica de su transmisión a la especie 

humana. No obstante, la encefalopatía espongiforme bovina (EEB), cuya primera 

detección en la especie bovina data de los años 80 (Wells et al., 1987), se asoció diez años 

más tarde con una nueva forma de la Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) en 

humanos, asociada al consumo de productos contaminados con la proteína priónica de la 

EEB (Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997).  

Durante la epidemia de la encefalopatía espongiforme bovina, las ovejas y las 

cabras también estuvieron expuestas a las harinas de carne y de hueso contaminadas, lo 

que podría haber producido la transmisión de la enfermedad a estas especies (Baylis et 

al., 2002). De esta forma, se demostró que los pequeños rumiantes se podían infectar 

experimentalmente con la EEB (Foster et al., 1993; Houston et al., 2003; Bellworthy et 

al., 2005; Bellworthy et al., 2008; Stack et al., 2009), pero también, de forma natural, 

confirmándose el primer caso en Francia, mediante vigilancia activa, en una cabra (Eliot 

et al., 2005).  

Tras demostrarse que la EEB podía afectar a los pequeños rumiantes, la capacidad 

para distinguir el scrapie clásico y la encefalopatía espongiforme bovina se convirtió en 

un reto importante al poder evaluar los riesgos que podía conllevar tanto para la ganadería 

como para la salud pública. De igual modo, se trabajó activamente en adoptar medidas de 

prevención y en seleccionar animales resistentes a estas enfermedades. Diversos estudios 

demostraron que el gen PRNP ovino también influía en la patogenia de la enfermedad, 

afectando por ejemplo a la diseminación de la PrPSc en el sistema linforreticular al 

fenotipo de la enfermedad, particularmente en cuanto a la morfología y distribución de 

los agregados de PrPSc y al papel que también podría desempeñar la existencia de 

diferentes cepas productoras de scrapie.  

La influencia del gen PRNP ha sido estudiada en otras especies, aunque con 

especial importancia en la especie caprina tras el diagnóstico de su infección natural con 

EEB. Un gran número de cabras europeas fueron genotipadas y se encontraron 

determinados polimorfismos, los cuales podrían ser útiles a la hora de elaborar un 
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programa de selección genética similar al del ovino. El análisis de este gen ha dado lugar 

a la descripción de más de 40 mutaciones que suponen un cambio aminoacídico y de 17 

mutaciones silentes (Serrano et al., 2009; Vaccari et al., 2009; Goldmann et al., 2011; 

Hussain et al., 2011; Papasavva-Stylianou et al., 2011; Acin et al., 2013). Además, 

diversos estudios en cabras infectadas natural y experimentalmente por scrapie, han 

demostrado la capacidad de determinados polimorfismos para modular la susceptibilidad 

o resistencia de sus portadores a padecer la enfermedad. 

En el caso de la EEB, pocos estudios han abordado la resistencia genética en 

cabras, estando el polimorfismo I142M asociado a un ligero aumento del período de 

incubación en estudios experimentales (Goldmann et al., 1996). Además, se han realizado 

experimentos de transmisión oral de EEB a cabras portadoras de las mutaciones R211Q 

y Q222K, revelando que, mientras el primer polimorfismo extiende el período de 

incubación, solo el alelo K222 parece tener un efecto protector después de la infección 

oral (Aguilar-Calvo et al., 2015). Este hecho convierte al polimorfismo Q222K en uno de 

los principales candidatos para establecer un programa de mejora genética para erradicar 

las EET en cabras.  

En este trabajo, se ha realizado un estudio con cabras de distintos genotipos para 

el codón 222: animales homocigotos glutamina (Q222Q) y homocigotos lisina (K222K); 

además de dos caprinos portadores de los polimorfismos Q222Q y Q222K y heterocigotos 

glicina/serina en el codón 127. Los caprinos fueron inoculados con EEB bovina, a 

exepción de los animales G127S, inoculados con EEB de segundo pase en cabra (Pitarch, 

2016).  

El objetivo principal de este trabajo se centra especialmente en evaluar el efecto 

protector o de susceptibilidad que los polimorfismos Q222Q y K222K ejercen sobre 

cabras inoculadas intracerebralmente con EEB bovina, así como valorar el efecto de la 

barrera entre especies al inocular los caprinos con una cepa bovina directamente. Además, 

ha figurado como un objetivo adicional valorar el efecto del genotipo G127S en cabras 

inoculadas con EEB caprina. También como objetivos del estudio se planteó el determinar 

la infectividad y distribución de la PrPSc en el SNC y los tejidos periféricos, con el fin de 

definir el riesgo de exposición del hombre al agente de la EEB por el consumo de lácteos 

y productos cárnicos. Por último, se ha realizado la caracterización del agente causal 

mediante las técnicas de inmunohistoquímica y Western-Blot con distintos anticuerpos y 

en diferentes sitios de reconocimiento de epítopos. 
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3.2 MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.2.1 Material. Animales 

 

Este estudio se realizó de acuerdo con la Política de Protección Animal española 

comprendida en el Real Decreto 53/2013, que cumple con la directiva europea 

2010/63/UE sobre la protección de los animales utilizados para fines científicos y 

experimentales. El protocolo experimental se ha aprobado por la Comisión Ética Asesora 

para la Experimentación Animal de la Universidad de Zaragoza, permiso PI12 / 11. 

En este trabajo se utilizaron ocho animales caprinos de raza alpina, tres hembras 

provenientes de Vitoria  y cinco machos importados de Francia, con edades comprendidas 

entre los 2 y 5 años. Cinco de los animales fueron agrupados por su genotipo para el 

codón 222: un grupo consistió en tres animales homocigotos Glutamina Q222Q y el 

segundo grupo lo conformaron los dos animales homocigotos Lisina K222K. Los demás 

animales, dos homocigotos Glutamina Q222Q y otro heterocigoto Glutamina/lisina 

Q222K, provinieron de un estudio preliminar titulado: “Assessment of the protective 

effect of alleles K222 and S127 of the prion protein gene after intracerebral inoculation 

of caprine Bovine Spongiform Encephalopathy in goats: weakness of K222 and 

encouraging preliminary results of S127”, que tenía el objetivo de definir el papel del 

alelo 222K frente a la EEB caprina. De estos tres últimos animales, un Q222Q y otro 

Q222K también presentaban serina (S) en el codón 127 (heterocigotos Glicina/Serina; 

G127S). 

Todos los machos caprinos se esterilizaron, excepto un Q222Q, con el fin de 

utilizarlo como reproductor. Los animales se mantuvieron durante toda la duración del 

experimento en las instalaciones de nivel P3 de bioseguridad del Centro de Encefalopatías 

y Enfermedades Transmisibles Emergentes de la Universidad de Zaragoza, siendo 

necesarias para la realización de experimentos con EEB. 

 

3.2.2 Métodos 

 

3.2.2.1 Genotipado  

 

 Las muestras de sangre de los animales fueron tomadas y sometidas a técnica de 

extracción de ADN mediante el Kit QIAGEN® (QIAamp DNA mini kit), según el 
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protocolo del fabricante (Anexo 4). El protocolo consiste básicamente en una digestión 

de 10 minutos con proteinasa K (20 ng/ml) a 56ºC, precipitación con etanol, ciclos de 

lavado para eliminar los residuos y recuperación del ADN.  

La amplificación del fragmento ORF (open reading frame) del gen PRNP se 

realizó mediante la técnica de PCR (reacción en cadena de polimerasa) con el Kit 

QIAGEN® (HotStarTaq® Master Mix Kit) y los cebadores PrP8 y PrP9 (Tabla 3) 

(Bossers et al., 1996). La reacción de PCR se purificó utilizando el colector de vacío de 

Millipore® y la secuenciación se realizó con los mismos cebadores utilizados para la 

PCR.  

 

Tabla 3: Cebadores PrP8 y PrP9. 

   

3.2.2.2 Inoculación  

 

De los ocho animales, siete se inocularon y uno se utilizó como control negativo 

del experimento. Se prepararon dos inóculos distintos, uno con tejido cerebral de un 

bovino de la raza frisona infectado con EEB y el otro con el segundo pase de una cabra 

afectada de EEB. Para los inóculos, se homogeneizó 1g de tejido con 10 ml de solución 

salina normal estéril a una concentración final del 10%. Cinco animales, tres cabras 

Q222Q y dos animales K222K fueron inoculados con EEB bovina y los dos machos 

heterocigotos Glicina/Serina G127S fueron inoculados con EEB caprina. Los animales 

fueron anestesiados con ketamina y diazepam, y luego se realizó una incisión en la piel a 

una distancia de un centímetro lateralmente a la línea media entre los huesos frontales, 

equidistante al ángulo lateral del ojo y la base del lado craneal de la oreja. La trepanación 

del cráneo se realizó con un taladro especial, y se inyectaron 0,5 ml de inóculo con una 

aguja hipodérmica. 

 

 

 

 

Gen Cebador para PCR 

PRNP Forward 

Reverse 

PrP8: 5’-CAGGTTAACGATGGTGAAAAGCCACATAGG-3’ 

PrP9: 5’-GGAATTCTATCCTACTATGAGAAAAATGAGG-3’ 
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3.2.2.3 Tratamientos reproductivos 

 

 Las tres hembras pertenecientes al estudio y portadoras del genotipo QQ en el 

codón 222 fueron sometidas a un tratamiento reproductivo. En el día uno se les colocó 

una esponja intravaginal con progestágeno y se inyectaron 0.5 ml de Cloprostenol; en el 

día 14 por la mañana se realizó la extracción de la esponja intravaginal y se inyectaron 

500 UI de PMSG; finalmente en el día 16, los animales fueron inseminados con semen 

de un caprino genotipo QQ. El diagnóstico gestacional se realizó mediante ecografía a 

los 35 días de la inseminación. Una de las tres hembras sometidas al tratamiento 

reproductivo se quedó preñada de dos cabritos y a los 5 meses fue sometida a una cesárea 

de emergencia debido a clínica avanzada del animal.  

 

3.2.2.4 Necropsia de los cabritos 

 

Los dos cabritos machos no sobrevivieron al parto y se realizó una necropsia 

sistemática y completa de los dos fetos en la que se cogieron muestras de distintos tejidos: 

nervioso (hemiencéfalo, nervio braquial, mucosa olfatoria, ojo); linfoide (tercer párpado, 

amígdalas, linfonodo submandibular, linfonodo retrofaringeo, linfonodo mediastinico, 

timo, bazo); tracto gastrointestinal (lengua, esófago, duodeno, yeyuno, colón); otros 

órganos (testículo, páncreas, hígado, pulmón, riñón, corazón, piel, músculo anterior y 

músculo posterior). Todas las muestras se almacenaron por duplicado para fijación en 

formol al 10% y en congelación a -80º para realización de las técnicas de 

inmunohistoquímica y ELISA. 

 

3.2.2.5 Evaluación clínica  

 

 El examen clínico general de los animales se realizó semanalmente, evaluándose 

la condición corporal y el comportamiento de los mismos. En el momento en el que se 

detectó cualquier cambio, se realizó una evaluación física y neurológica completa, 

incluyendo la evaluación de la postura, presencia de movimientos anormales (temblores, 

fasciculación), estado mental, comportamiento, respuesta a la amenaza, condición 

corporal, marcha, propiocepción, reflejos y las lesiones de piel y la pérdida de pelo. 

Además de la evaluación clínica, se han realizado fotografías y grabaciones de vídeo de 

todos los animales, con el objetivo de comparar la evolución clínica de cada caprino. 
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3.2.2.6 Extracción de muestras de sangre  

 

Las extracciones de sangre (Figura 6A) se realizaron trimestralmente, utilizando 

cinco tubos de 10 ml: dos con anticoagulante EDTA para llevar a cabo el protocolo de 

extracción de las células blancas; dos con anticoagulante dextrosa citrato para el 

almacenamiento de sangre entera y obtención de plasma, y uno sin ningún reactivo para 

obtener el suero. Todo este material se ha almacenado para futuras investigaciones.  

 

3.2.2.7 Toma de muestras de biopsia rectal 

 

Las biopsias del tejido linfoide asociado a la mucosa recto anal (RAMALT) 

(Figura 6B), se realizaron trimestralmente, con el fin de comprobar la presencia o 

ausencia de PrPsc en este tejido. Para la realización de la técnica se ha utilizado un 

especulo especial, con una abertura en la parte inferior, que permitía una mejor 

visualización de las columnas rectales. Con la ayuda de una pinza y una tijera se tomó 

una muestra de aproximadamente 8 mm. Las muestras se fijaron en formaldehido al 10% 

tamponado y posteriormente se sometieron a la técnica de IHQ. 

 

Figura 6: Actividades realizadas trimestralmente. A: Extracción de sangre. B: Técnica 

de biopsia retal.  

 

 

3.2.2.8 Técnica de Necropsia 

 

 Los animales, cuando llegaron a la fase terminal de la enfermedad, se sacrificaron 

por vía intravenosa con pentobarbital sódico (Dolethal®) y posteriormente se realizó la 

necropsia completa y sistemática. Durante la misma, se tomaron las siguientes muestras: 
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tejido nervioso (médula espinal cervical, torácica y lumbar; obex; puente; mesencéfalo; 

cerebelo; corteza frontal y occipital; cuerpo estriado; tálamo; hipocampo; nervio 

trigémino; quiasma óptico; ojo; mucosa olfatoria; nervios braquial y ciático); tejido 

linforreticular (tercer párpado; amígdalas; linfonodos [Retrofaríngeos, mediastínicos, 

mesentéricos, ilíacos, pre-escapulares, submandibulares, poplíteos y mamarios]; las 

placas de Peyer del íleon y yeyuno; válvula ileocecal y bazo); tejidos del tracto 

gastrointestinal (lengua, esófago, rumen, retículo, omaso, abomaso, duodeno, yeyuno, 

íleon, ciego, recto, hígado y páncreas); otros tejidos (pulmón, corazón, piel, riñón, vejiga 

urinaria, glándula adrenal, músculo tríceps braquial, músculo semitendinoso, útero, 

ovarios, glándula mamaria y testículo). El almacenamiento de las muestras de los tejidos 

se realizó por duplicado para la fijación en formol al 10% y en congelación a -80º. 

 

3.2.2.9 Técnicas diagnosticas 

 

3.2.2.9.1 Histología 

 

 Las secciones de tejido de todas las muestras, tras fijación en formaldehido al 10% 

e inclusión en parafina, se tiñeron con hematoxilina y eosina (HE) (Anexo 2), con el fin 

de observar las lesiones histopatológicas en las muestras de sistema nervioso central. Para 

realizar el perfil histopatológico se ha valorado de forma subjetiva la vacuolización de 

una serie de áreas presentes en diferentes secciones del encéfalo del animal, las cuales 

fueron: médula oblongada, cerebelo, puente, mesencéfalo, diencéfalo, ganglios basales y 

corteza cerebral frontal. Esta valoración se ha realizado dando un valor a cada área entre 

0 (ausencia de vacuolización) a 3 (vacuolización intensa). 

 

3.2.2.9.2 Inmunohistoquímica 

 

Las secciones de 5 μm se sometieron a la técnica de inmunohistoquímica para la 

detección de la proteína prion utilizando dos anticuerpos distintos: el anticuerpo 

monoclonal de ratón L42 (dilución 1:500; R-Biopharm, Darmstadt, Alemania), que 

reconoce una región del extremo C terminal de la proteína 

(144FGNDYEDRYYRENMYRYPNQVYY166) (Harmeyer et al., 1998); y el anticuerpo 

monoclonal de ratón P4 (1: 160; R-Biopharm, Darmstadt, Alemania), que reconoce un 

segmento del dominio N-terminal de la cola flexible de la PrP (93WGQGGSH99) 
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(Thuring et al., 2004). Se siguió el protocolo de Monleón et al. (2003), que concretamente 

consiste en un pre-tratamiento por inmersión en ácido fórmico al 98%, digestión con 

proteinasa K y autoclavado hidratado para el desenmascaramiento de los epítopos, tras el 

cual se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal 

específico frente a la proteína prión, L42 (R‐Biopharm, Germany) a la dilución 1:500. El 

sistema de visualización y el cromógeno utilizados son EnVisionTM (DAKO, Denmark) 

y diaminobencidina (DAB), respectivamente (Anexo 3). 

Para realizar el perfil inmunohistoquímico se valoró de forma subjetiva la 

magnitud de cada uno de los tipos de depósito de PrPSc observables en una serie de áreas 

presentes en diferentes secciones del encéfalo del animal: corteza cerebral frontal, 

ganglios basales, tálamo, mesencéfalo, puente, cerebelo y médula oblongada (Figura 7).  

 

Figura 7: Áreas del SNC valoradas mediante la técnica de IHQ. 1: sustancia gris de la 

corteza cerebral, 2: sustancia blanca de la corteza cerebral, 3: núcleo caudado; 4: núcleo 

lenticular, 5: cápsulas interna y externa, 6: núcleo accumbens, 7, área septal, 8: tálamo 

dorsal, 9: tálamo ventral, 10: hipotálamo, 11: cuerpo geniculado lateral, 12: núcleo 

oculomotor, 13: núcleo rojo, 14: sustancia negra, 15: sustancia gris cerebelosa, 16: 

sustancia blanca cerebelosa, 17: núcleo cerebelar profundo, 18: núcleo vestibular, 19: 

núcleo facial, 20: núcleo cuneado lateral, 21: DMNV (núcleo motor dorsal del nervio 

vago), 22: núcleo hipogloso, 23: tracto espinal del nervio trigémino, 24: tracto 

espinocerebelar, 25: formación reticular, 26: rafe, 27: núcleos de la oliva; 28, 31, 34: 

Médula espinal (cervical, torácica y lumbar de izquierda a derecha); 29, 32, 35: cuerno 

dorsal; 30, 33, 36: cuerno ventral. 

 

Esta valoración se realizó proporcionando un valor a cada tipo de depósito, en 

cada área observada, de entre 0 (ausencia de depósito) a 3 (gran magnitud de depósito). 

Así mismo, se han valorado 12 patrones de depósito diferentes: 

- Intraneuronal: depósito de PrPSc que se encuentra en el pericarion de las neuronas. 
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- Intra-astrocítico: depósito de tipo granular que se aprecia alrededor del núcleo de 

astrocitos. 

- Intramicroglial: grandes gránulos que aparecen alrededor del núcleo de células de la 

microglía. 

- Particulado fino: el depósito se encuentra en el neuropilo, en forma de un  punteado fino. 

- Particulado grueso: el depósito se encuentra en el neuropilo, en forma de un punteado 

grueso. 

- Perineuronal: el depósito se encuentra alrededor de las neuronas, envolviéndolas. 

- Lineal: este depósito se encuentra formando líneas más o menos continuas que parecen 

asociarse a axones neuronales. 

- Estrellado: depósito radiado y ramificado que normalmente se centra en el núcleo de 

una célula de la glía. 

- Subpial: agregados que se aprecian justo debajo de la piamadre. 

- Subependimal: similar al anterior, pero se localiza debajo de la capa de células 

ependimales. 

- Perivascular: acumulación de grosor variable alrededor de vasos sanguíneos. 

- Perivacuolar: acumulación de PrPSc alrededor de vacuolas presentes en la sustancia gris 

o de espacios vacíos en la sustancia blanca. 

 

3.2.2.9.3 ELISA 

 

Se realizó la técnica de ELISA en todas las muestras recogidas de los animales 

sacrificados. El kit elegido fue el de la casa comercial IDEXX, concretamente el 

HerdChek BSE-Scrapie Antigen EIA (IDEXX Laboratories, Westbrook, USA), de 

acuerdo con las instrucciones del fabricante, y utilizando el conjugado bovino en cada 

muestra (Anexo 9). Los valores de corte negativos utilizados para las muestras de SNC y 

SLR se definieron por el software del Kit, y para otros tejidos y órganos se calculó un 

valor de corte que consistió en la media de los valores de las muestras de todos los órganos 

no nerviosos ni linfoides de dos caprinos negativos, más 4 veces la desviación típica, 

obteniendo un valor de 0.096. Aquellas muestras que mostraron valores por encima del 

valor de corte establecido para tejidos no nerviosos ni linfoides, se sometieron a repetición 

de la técnica por duplicado con homogenizados preparados a partir de dos tallados 

distintos de muestra. Lo mismo se realizó en las muestras de tejido linfoide que no fueron 

positivas pero que presentaron valores próximos al cut off. 
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3.2.2.9.4 Western Blot 

 

La técnica de Western Blot se utilizó para determinar la presencia de PrPSc y 

estudiar el patrón de glicosilación en muestras de obex, almacenadas a -80ºC, de todos 

los caprinos del estudio, así como muestras de obex de animales del estudio preliminar 

inoculados con EEB caprina, y una de un bóvido con EEB.  

Para determinar la concentración de proteínas de cada homogenizado de obex y 

determinar la cantidad necesaria de cada muestra para la técnica de western blot, se utilizó 

el Kit comercial Pierce™ BCA Protein Assay. El ensayo de BCA combina la reducción 

de Cu2+ a Cu1+ por proteína en un medio alcalino con la detección colorimétrica altamente 

sensible y selectiva del catión cuproso (Cu1+) por el ácido bicinchonínico.  

Para el Western Blot se utilizó el kit comercial Prionics® -Check WESTERN EEB 

según las instrucciones del fabricante (Anexo 8) y la inmunodetección de la proteína se 

realizó con dos anticuerpos distintos: el anticuerpo monoclonal 6H4 (Prionics®, Zurich, 

Suiza), que reconoce una región C terminal de la proteína (144FGNDYEDRY152) (Korth 

et al., 1997); y el anticuerpo monoclonal de ratón P4 (R- Biopharm, Darmstadt, 

Alemania) (Thuring et al., 2004) que reconocen un segmento del dominio N -terminal de 

la cola flexible de la PrP (93WGQGGSH99) . 

 

3.2.2.9.5 Bioensayo en ratón 

 

La técnica de bioensayo se ha realizado para definir la infectividad de las 

muestras, positivas y negativas, de caprinos infectados con EEB bovina (animales del 

proyecto actual) y EEB caprina (proyecto preliminar), diagnosticadas por las técnicas 

convencionales de IHQ y ELISA permitiendo así definir adecuadamente cuáles son los 

materiales de riesgo de origen caprino y estimar el riesgo de la exposición humana a estos 

tejidos. El proyecto ha sido registrado por la Comisión Ética Asesora para la 

Experimentación Animal, con el número PI16/16. 

 Los inóculos se han preparado con muestras de músculo tríceps braquial; músculo 

semitendinoso y con encéfalo de seis caprinos con distintos genotipos en el codón 222 

(Tabla 4) 
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Tabla 4: Animales (genotipo y cepa de EEB) de los que provienen las muestras utilizadas 

para preparación de los inóculos y si las muestras son positivas o negativas mediante las 

técnicas diagnósticas. 

 

Animal (genotipo y EEB) Inóculos Diagnóstico  

Genotipo Q222Q (EEB caprina) Encéfalo Positivo 

Músculo semitendinoso Negativo 

Genotipo Q222K (EEB caprina) Encéfalo  Positivo 

Músculo semitendinoso Negativo 

Genotipo K222K (EEB caprina) Encéfalo Positivo 

Músculo semitendinoso Positivo 

Músculo tríceps braquial Positivo 

Genotipo Q222Q (EEB bovina) Encéfalo Positivo 

Músculo semitendinoso Negativo 

Músculo tríceps braquial Negativo 

Genotipo K222K (EEB bovina) Encéfalo Positivo 

Músculo semitendinoso Negativo 

Músculo tríceps braquial Negativo 

Control negativo Encéfalo Negativo 

 

Para la elaboración de los inóculos, se utilizaron muestras de los distintos tejidos 

almacenadas a -80ºC. De cada muestra se utilizó 0,5 mg de tejido que se homogenizó en 

5 ml de suero fisiológico. El homogenizado se filtró mediante una gasa estéril y se 

añadieron 2,5 𝜇l de antibiótico. Los inóculos se sembraron en placas de Petri agar sangre 

y se incubaron a 37ºC durante 48 horas, para comprobar su esterilidad. 

La línea de ratón utilizada fue la transgénica humana Tg340, que expresa  cuatro 

veces la proteína prion humana y es metionina para el codón 129. Los animales se 

anestesiaron con isofluorano y se inocularon intracerebralmente con 20 µl de 

homogenizado y después se administró a cada ratón una dosis de analgésico (0,3 mg por 

kg de buprenorfina diluida en suero fisiológico). Se han inoculado seis animales por jaula, 

y una jaula por cada inóculo.  
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3.3 RESULTADOS 

 

3.3.1 Período de incubación y signos clínicos 

 

 Todos los animales inoculados con EEB desarrollaron signos clínicos y fueron 

sacrificados de manera humanitaria. Los caprinos inoculados con EEB bovina 

presentaron un periodo de incubación más corto que los animales con EEB caprina con 

el polimorfismo G127S, además, también se pudo constatar una diferencia en el periodo 

de incubación entre los distintos genotipos para el codón 222 (Tabla 5).  

 

Tabla 5: Período de incubación, edad a la inoculación, período de supervivencia y 

duración de los signos clínicos de los animales con distintos genotipos y distintos 

inóculos. 

ID Genotipo 

codón 222 

Genotipo 

codón 127 

Edad 

inoculación 

Inoculo Período de 

incubación 

Período de 

supervivencia 

Duración de los 

signos clínicos 

C-1 QQ GG - Control - - - - 

C-2 QQ GS 525 días EEB caprina 2007 2158 151 

C-3 QK GS 511 días EEB caprina 1448 1661 213 

C-4 QQ GG 176 días EEB bovina 533 598 65 

C-5 QQ GG 176 días EEB bovina 625 714 89 

C-6 QQ GG 176 días EEB bovina 518 556 38 

C-7 KK GG 837 días EEB bovina 1330 1429 99 

C-8 KK GG 845 días EEB bovina 892 967 75 

ID: Identificación del animal; Q: Glutamina; K: Lisina; G: Glicina; S: Serina; Control -: Control negativo. 

 

El primer animal que mostró signos clínicos a los 518 días post inoculación fue el 

C6, portador del genotipo Q222Q inoculado con EEB bovina, y presentó un período de 

clínica de 38 días. Los otros dos animales Q222Q inoculados con EEB bovina fueron 

diagnosticados con signos clínicos a los 533 y 625 dpi y presentaron un período de 

supervivencia de 598 y 714, respectivamente. Los dos caprinos K222K iniciaron los 

signos clínicos a los 892 y 1330 dpi, presentando un período de supervivencia de 967 y 

1429 dpi. 

Las dos cabras inoculadas con EEB caprina, heterocigotas GS en el codón 127, 

presentaron los periodos de incubación más largos, 1448 y 2007 dpi. Además, la duración 

de los signos clínicos también fue más larga, 213 y 151 días, respectivamente (Gráfico 

1).  
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Gráfico 1: Comparación entre el período de incubación y duración de los signos clínicos 

entre los siete animales inoculados con EEB. 

 

 

 En la fase inicial de los signos clínicos, los animales inoculados con EEB bovina 

y de genotipo QQ presentaban hiperexcitabilidad y estado de alerta (Figura 8A).  El 

animal C4 presentó hipermetría, postura anormal del tercio posterior, cabeza y orejas 

caídas, además de temblores y reflejos disminuidos. La cabra C5 demostró parpadeo 

intermitente, movimiento anormal de orejas, temblores al manejo, hipermetría, reflejo 

palpebral disminuido, además de positividad al test de rascado, así como presencia de 

alopecia. El animal C6 presentaba una postura anormal con las extremidades delanteras 

separadas, la cabeza baja y las orejas hacia delante, realizaba movimientos bruscos de 

cabeza, parpadeo intermitente con temblor de la cabeza, incoordinación y ataxia, además 

de presentar los reflejos muy disminuidos.  

Los caprinos C7 y C8, de genotipo K222K, presentaron sobre todo postura 

anormal de la cabeza, ataxia, déficit propioceptivo y test de rascado positivo.   

Los animales con EEB caprina, C2 y C3, mostraron un estado mental deprimido, 

ataxia, déficit propioceptivo y debilidad de los miembros posteriores.  

Con la evolución de la enfermedad, los animales (independientemente del inóculo) 

presentaron clínica muy similar, sobre todo debilidad, pérdida de peso y estado mental 

deprimido (Figura 8B). En todos los animales se observaron una serie de signos 

neurológicos compatibles con ataxia, inclinación de la cabeza y del cuello (Figura 8C), 

déficit propioceptivo (Figura 8D), temblores de cabeza, además de una posición 

característica de las orejas, que se encontraban hacia adelante y hacia abajo. La mayoría 
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de los animales también presentaron prurito y lesiones de piel, y prueba del rascado 

positiva. En la fase terminal de la enfermedad los caprinos mostraron imposibilidad para 

levantarse y dificultad para alimentarse (Figura 8E y 8F).  

 

Figura 8: Caprinos inoculados intracerebralmente con EEB con presencia de signos 

clínicos. A: Animal Q222Q con EEB bovina con presencia de hiperexcitabilidad. B: 

Animal K222K con EEB bovina con déficit propioceptivo. C: Animal K222K con EEB 

bovina con inclinación de la cabeza y debilidad de los miembros posteriores. D: Animal 

Q222K con EEB caprina con caquexia y estado mental deprimido. E: Animal K222K con 

EEB caprina con debilidad y dificultad para mantenerse de pie. F: Animal Q222Q con 

EEB bovina en fase terminal de la enfermedad. 
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3.3.2 Análisis histológico  

 

 Todas las muestras de sistema nervioso tomadas tras la necropsia se tiñeron con 

la técnica de hematoxilina-eosina y fueron valoradas microscópicamente. En todas las 

áreas del encéfalo y tramos de la medula oblongada se observó la presencia de 

vacuolización en distintos grados de severidad entre 0 y 3. Los caprinos con EEB bovina 

de genotipo Q222Q presentaron, en casi todas las áreas valoradas, mayor grado de 

vacuolización que los animales K222K y G127S, siendo los animales C4 y C6 los que 

obtuvieron mayor vacuolización. Los demás caprinos presentaron grados de 

vacuolización muy similares, con excepción del animal C7, el cual presentó un grado más 

bajo. Las áreas de intensa espongiosis en los animales Q222Q fueron en el área septal, 

núcleo caudado y lenticular de los ganglios basales; áreas dorsal y ventral del tálamo; y 

en el núcleo cuneado lateral y tracto espinal del nervio trigémino del obex. En los caprinos 

K222K las áreas más afectadas fueron: las áreas dorsal y ventral del tálamo; el núcleo 

rojo, la sustancia negra y el núcleo geniculado del mesencéfalo y el núcleo cuneado. Los 

animales G127S presentaron mayor grado de vacuolización en el núcleo caudado, núcleo 

lenticular y cápsula externa en el área de los ganglios basales; en el tálamo dorsal y 

ventral; y en el núcleo geniculado lateral del mesencéfalo (Gráfico 2). 

 

Gráfico 2: Comparación de la vacuolización de los distintos núcleos y áreas del SNC, 

entre los genotipos Q222Q y K222K (EEB bovina); y caprinos G127S (EEB caprina).  

 

Cort.: Corteza; Sust.: Sustancia; N.: Núcleo; Cbel: Cerebelo; Form.: formación; Retic.: Reticular; DMNV: 

Núcleo motor dorsal del nervio vago. 
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También se observó que los animales Q222Q presentaron mayor vacuolización en 

el neuropilo (Figura 9A), mientras que los K222K la vacuolización predominante se 

observó en el pericarión (Figura 9B). De los animales G127S con EEB caprina, el animal 

C2 así como los Q222Q con EEB bovina presentaron mayor vacuolización en el 

neuropilo, y en el animal C3 se observó vacuolización en grados similares en el neuropilo 

y en el pericarión.  

 

Figura 9: A: HE Obex de caprino genotipo Q222Q, tracto espinal del nervio trigémino 

con presencia de vacuolización en el neuropilo (10x). B: HE Obex de caprino genotipo 

K222K, área de la formación reticular con presencia de vacuolización en el pericarión 

neuronal (20x). 

 

 

3.3.3 Detección de la PrPSc en SNC y SNP  

 

 Todas las muestras tomadas en las necropsias se analizaron mediante las técnicas 

de inmunohistoquímica y ELISA. En las muestras del animal C1, utilizado como control 

negativo del experimento, no se observó positividad en ninguna de las muestras por las 

dos técnicas, comprobando la negatividad del animal. En las distintas áreas del SNC de 

los siete animales inoculados con EEB se observó la presencia de la PrPSc mediante la 

técnica de IHQ, con distintos patrones e intensidad.  

 Entre los animales inoculados con EEB caprina de genotipo G127S, el animal C2 

presentó mayor acumulo de PrPSc que el animal C3, con mayor intensidad en la sustancia 

gris de la corteza frontal; núcleo caudado y capsula externa de los ganglios basales (Figura 

10C) y sustancia gris del cerebelo. El animal C3, así como el animal C2 también presentó 

gran cantidad de PrPSc en la sustancia gris de la corteza frontal,  pero el núcleo dorsal del 

nervio vago y los núcleos de las olivas del obex fueron los más afectados. 



63 
 

 Entre los animales inoculados con EEB bovina de genotipo Q222Q, el animal C4 

presentó mayor positividad en el núcleo caudado y capsula externa de los ganglios basales 

en el núcleo geniculado y en la sustancia negra del mesencéfalo. El C5 tuvo como áreas 

más afectadas la capsula externa y el núcleo lenticular de los ganglios basales y las áreas 

dorsal y ventral del tálamo. El núcleo caudado de los ganglios basales la sustancia negra 

del mesencéfalo el cuneado lateral del obex y la medula cervical fueron las áreas más 

afectadas del animal C6. 

 Los animales K222K presentaron menor acumulo de PrPSc que los animales 

Q222Q. En el animal C7 no se identificó la presencia de PrPSc en la corteza frontal y 

ganglios basales y la cantidad de PrPSc en tálamo fue extremamente baja, tanto en el 

neurópilo como en localización intracelular. En otras áreas, presentó un mayor acumulo 

de PrPSc sobretodo en la sustancia negra (Figura 10A) en el núcleo rojo del mesencéfalo 

(Figura 10B) en el núcleo caudado, rafe y núcleos de la oliva del obex. En el animal C8 

se observó que la sustancia gris de la corteza frontal; el núcleo caudado y el núcleo 

lenticular de los ganglios basales; el área ventral del tálamo e hipotálamo y el tracto 

espinocerebelar del obex fueron las áreas más afectadas. 

Comparando los siete caprinos inoculados, todos los animales demostraron altos 

niveles de acumulación de PrPSc en las distintas áreas del SNC, principalmente en los 

ganglios basales, mesencéfalo, tálamo / hipotálamo y obex, seguidas de la corteza 

cerebral, el cerebelo y las medulas cervical, torácica y lumbar. Las áreas más afectadas 

fueron los núcleos lenticular y caudado y la capsula externa en los ganglios basales la 

sustancia negra y el núcleo geniculado en el mesencéfalo, tálamo e hipotálamo seguidos 

del núcleo motor dorsal de nervio vago y la formación reticular. 

En relación a los distintos depósitos observados, el intraneuronal fue el más 

intenso de los depósitos intracelulares en todos los animales, independientemente del 

genotipo, no obstante, la PrPSc también se observó en células de la microglia y astrocitos. 

En el caso de los depósitos extracelulares, el más destacado fue el particulado fino, 

seguido del perivacuolar, perivascular y perineuronal. Otros agregados como el estrellado 

y el lineal se observaron en baja intensidad en casi todas las áreas, con excepción de la 

corteza frontal y el cerebelo que presentaron un depósito estrellado moderado y de la 

sustancia negra del mesencéfalo que presentó gran cantidad de depósito lineal. Los 

depósitos subpial, subependimal y particulado grueso, sobre todo en los animales K222K 

con EEB bovina, fueron considerablemente bajos (Gráfico 3). 
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Figura 10: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A: Sustancia negra y mesencéfalo (K222K con EEB bovina; 10x). 

B: Núcleo rojo y mesencéfalo (K222K con EEB bovina; 20x). C: Cápsula interna, externa 

y ganglios basales (Q222Q/G127S con EEB caprina; 5x). D: Capa plexiforme interna, 

capa plexiforme externa y células ganglionares, en la retina (Q222Q con EEB caprina; 

20x).  

 

 

Entre los animales con distintos genotipos en el codón 127, los G127G inoculados 

con EEB bovina y los G127S inoculados con EEB caprina, también se observó un patrón 

de depósito de PrPSc muy similar, sin embargo, casi todos los depósitos fueron levemente 

más intensos en los animales G127G inoculados con EEB bovina, con excepción del 

subependimal y particulado grueso que fueron mayores en los animales G127S con EEB 

caprina (Gráfico 4). 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Gráfico 3: Comparación entre el patrón de acumulación de PrPSc entre los distintos 

grupos de animales, genotipos Q222Q y K222K, inoculados con EEB bovina. 

  

ITNR: Intraneuronal; ITAS: Intra-astrocítico; ITMG: Intramicroglial; SBEP: Subependimal; SBPL: 

Subpial; PVAS: Perivascular; PVAC: Perivacuolar; PART FINO: Particulado fino; PART GRUESO: 

Particulado grueso; PNER: Perineuronal; LINR: Lineal; PNER: Perineuronal;  

 

Gráfico 4: Comparación entre el patrón de acumulación de PrPSc en los grupos de 

animales con distintos genotipos en el codón 127 (G127S y G127G). 

 

ITNR: Intraneuronal; ITAS: Intra-astrocítico; ITMG: Intramicroglial; SBEP: Subependimal; SBPL: 

Subpial; PVAS: Perivascular; PVAC: Perivacuolar; PART FINO: Particulado fino; PART GRUESO: 

Particulado grueso; PNER: Perineuronal; LINR: Lineal; PNER: Perineuronal. 
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Mediante la técnica de ELISA se obtuvo positividad, según el valor de corte 

proporcionado por el software del Kit (Tabla 6), en casi todas las áreas del SNC de todos 

los animales, con excepción del animal C7, portador del genotipo K222K, en el cual no 

se identificó positividad en las áreas de corteza frontal y ganglios basales, y la positividad 

en tálamo fue muy baja.  

La PrPSc también se identificó mediante IHQ en las muestras del ojo de todos los 

animales inoculados con EEB bovina y EEB caprina, y mediante la técnica rápida de 

ELISA en cuatro de los siete animales (C2, C3, C4 y C8). Los depósitos de PrPSc de 

patrón granular y diseminado fueron característicos de la retina, observándose en la capa 

plexiforme interna, capa plexiforme externa y en las células ganglionares (Figura 10D), 

en este último caso fundamentalmente de forma intracelular. En los nervios braquial y 

ciático no se observó positividad en ningún de los siete animales con EEB. 

 

Tabla 6: Distribución de la PrPSc en las distintas áreas del SNC y SNP mediante las 

técnicas de IHQ y ELISA. 

Animal C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 

Polimorfismo codón 222 QQ QK QQ KK 

Polimorfismo codón 127 GG GS GG 

    

Corteza cerebral 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + - + 

  

Ganglios basales 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + - + 

  

Tálamo 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + - + 

   

Mesencéfalo 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + + + 

   

Puente 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + + + 

  

Cerebelo 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + + + 

  

Médula cervical 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + + + 

   

Médula torácica 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + + + 

   

Médula lumbar 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + + + + + 

 

Ojo 

IHQ - + + + + + + + 

ELISA - + + + - - - + 

 

Nervio braquial 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Nervio ciático 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

IHQ: inmunohistoquímica. 



67 
 

3.3.4 Detección de la PrPSc en SLR  

 

En los tejidos del SLR la positividad encontrada fue variable entre los distintos 

animales (Tabla 7). En el tercer párpado no se identificó la PrPSc en ninguna de las 

muestras, mientras que en los linfonodos estudiados, el depósito de la proteína no sólo se 

detectó en aquellos cercanos al punto de inoculación, sino también en los linfonodos más 

lejanos, como en el poplíteo y el precural. Mediante IHQ se observó que la acumulación 

de PrPSc estaba asociada principalmente a células dendríticas foliculares de la zona clara 

de los folículos secundarios, y a macrófagos de cuerpo tingible (MCT) de las zonas clara 

y oscura de esos folículos (Figura 11A).  

 

Figura 11: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A: Macrófagos de cuerpo tingíble y células foliculares dendríticas, 

linfonodo submandibular (Q222Q con EEB bovina; 20x). B: Bazo (Q222Q con EEB 

bovina; 20x). 

 

En las muestras del animal C2, Q222Q/G127S inoculado con EEB caprina, no se 

observó la presencia de la PrPSc en ningún de los tejidos linfoides y en el C5, Q222Q 

inoculado con EEB bovina, se identificó positividad solo en el bazo mediante la técnica 

de ELISA. Sin embargo, en los demás animales la PrPSc sí fue detectada en un mayor 

número de órganos linfoides. En el animal C3 mediante inmunohistoquímica la PrPSc fue 

observada en los linfonodos retrofaringeo, mediastínico, mesentérico, preescapular, 

poplíteo y precural. En el caprino C4 se observó positividad en los linfonodos más 

cercanos al punto de inoculación, en el linfonodo submandibular y retrofaringeo por IHQ 

y ELISA, en el preescapular mediante IHQ, además de positividad en las muestras de 

tonsila y bazo por ELISA. En el animal C6 en se detectó la PrPSc en los linfonodos 

A B 
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submandibular y retrofaringeo mediante las dos técnicas, así como en el bazo (Figura 

11B) en los linfonodos mesentérico y precural la positividad se observó solo por IHQ.  

 

Tabla 7: Distribución de la PrPSc en el SLR mediante las técnicas de IHQ y ELISA. 

Animal C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 

Polimorfismo codon 222 QQ QK QQ KK 

Polimorfismo codon 127 GG GS GG 

 

Tonsila 

IHQ - - - - - - + - 

ELISA - - - + - - - - 

 

Tercer párpado 

IHQ - / - - - - / - 

ELISA - - - - - - - - 

 

LN Submandibular 

IHQ - - - + - + + - 

ELISA - - - + - + - + 

 

LN Retrofaríngeo 

IHQ - - + + - + + + 

ELISA - - - + - + - - 

 

LN Mesentérico 

IHQ - - + - - + + - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Bazo 

IHQ - - - - - + + - 

ELISA - - - + + + + - 

 

LN Mediastínico 

IHQ - - + - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

LN Preescapular 

IHQ - - + + - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

LN Ilíaco 

IHQ - - - - - - + - 

ELISA - - - - - - - - 

 

LN Poplíteo 

IHQ - - + - - - + - 

ELISA - - - - - - - - 

 

LN Precural 

IHQ - - + - - + + - 

ELISA - - - - - - - - 

IHQ: inmunohistoquímica; LN: linfonodo; /: muestra no valorada. 

 

En el caso del caprino C7, K222K, se observó un patrón de acumulación de la 

PrPSc distinto al de los otros animales en el tejido linfoide. En los linfonodos 

submandibular, retrofaringeo y poplíteo, por IHQ, se observó la PrPSc no solo en el centro 

germinativo del folículo linfoide, sino que, en los linfonodos ilíaco, poplíteo y precural 

se detectó positividad en las áreas subcortical, peritrabecular y en el manto de los folículos 

linfoides (Figura 12C y 12D). En este animal también se detectó la PrPSc en la tonsila por 

IHQ y en el bazo por ambas técnicas, siendo este último distinto el patrón de depósito, 

observándose la PrPSc no solamente en los centros germinativos de los folículos (Figura 

D), sino también en la región marginal del folículo linfoide (Figura 12A y 12B). En el 

otro caprino K222K, el C8, se observó positividad solo en el linfonodo submandibular 

mediante ELISA y en retrofaringeo por IHQ. 
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Figura 12: Tejido linfoide de cabra K222K inoculado con EEB bovina. A: Bazo con 

acumulo de PrPSc en la región marginal del folículo linfoide (10x). B: Bazo con acumulo 

de PrPSc en la región marginal del folículo linfoide (10x) C: Linfonodo poplíteo con 

acumulo de PrPSc en el área cortical (5x). D: Linfonodo precural acumulo de PrPSc en el 

área peritrabecular (10x). 

 

 

Las muestras de amígdala del animal C4, bazo del C5 y linfonodo submandibular 

del caprino C6, se diagnosticaron como positivas por ELISA tras la repetición de la 

técnica, que se realizó debido al alto valor obtenido en la primera prueba (>0.096) (Tabla 

8). 

 

Tabla 8: Muestras con valor de corte por encima de 0.096 repetidas por duplicado. 

Caprino C4 C5 C6 

Tejido Amígdala Bazo L. submandibular 

Valor 1ª prueba 0.105 0.127 0.099 

Valor repetición 0.219* 0.279* 1.399* 

Valor repetición 0.046 0.102 0.055 

* Valores positivos según el valor de corte ofrecido por el software del Kit; L: Linfonodo. 

C 

B 

D 

A 
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3.3.5 Detección de la PrPSc en tracto gastrointestinal  

 

En muestras del tracto gastrointestinal se detectó la PrPSc únicamente mediante la 

técnica de IHQ y solo en los distintos tramos del intestino delgado e intestino grueso 

(Tabla 9), con excepción del recto, que no fue positivo en ninguno de los animales. En 

los animales C2, C5, C6 y C8 no se detectó positividad en ninguna de las muestras. En 

las muestras de duodeno y válvula ileocecal  del animal C3 la PrPSc se observó asociada  

al tejido linfoide y a las neuronas del plexo mientérico del sistema nervioso entérico, así 

como en las neuronas de plexo del ciego y en tejido linfoide del colón. En el caprino C4 

se observó positividad en el tejido linfoide del duodeno e íleon (Figura 13A), y en el plexo 

mioentérico del íleon (Figura 13B) y colón. Las muestras del animal C7 evidenciaron la 

presencia PrPSc en el tejido linfoide del duodeno e íleon; y en el yeyuno, íleon, válvula 

ileocecal, ciego y colón en neuronas del sistema nervioso entérico. 

 

Tabla 9: Distribución de la PrPSc en el tracto gastrointestinal mediante las técnicas de 

IHQ y ELISA. 

Animal C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 

Polimorfismo codón 222 QQ QK QQ KK 

Polimorfismo codón 127 GG GS GG 

 

Lengua 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Esófago 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Rumen 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Retículo 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Omaso 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Abomaso 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Duodeno 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- +/- -/- -/- +/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

  

Yeyuno 

IHQ (L/N) -/- -/- +/+ - -/- -/- -/+ -/- 

ELISA - - - - - - - - 

 

Íleon 

IHQ (L/N) -/- -/- -/- +/+ -/- -/- +/+ -/- 

ELISA - - - - - - - - 

Válvula ileocecal IHQ (L/N) -/- -/- +/+ - -/- -/- -/+ -/- 

ELISA - - - - - - - - 

Ciego IHQ (L/N) -/- -/- -/+ - -/- -/- -/+ -/- 

ELISA - - - - - - - - 

Colón IHQ (L/N) -/- -/- +/- -/+ -/- -/- -/+ -/- 

ELISA - - - - - - - - 

Recto IHQ (L/N) -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- -/- 

ELISA - - - - - - - - 

IHQ: inmunohistoquímica; L: PrPSc en tejido linfoide; N: PrPSc asociada a neuronas del SNE.  
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Figura 13: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A: Tejido linfoide, íleon (Q222Q con EEB bovina; 20x). B: 

Neuronas del plexo nervioso e íleon (Q222Q con EEB bovina; 20x). 

 

 

3.3.6 Detección de la PrPSc en otros órganos y tejidos 

 

En muestras de otros tejidos y órganos la positividad fue baja (Tabla 11), siendo 

detectada únicamente en las muestras de músculo exocular, en los husos neuromusculares 

(Figura 14A y 14B), de todos los animales por inmunohistoquímica y mediante ELISA 

en los animales C2, C3 y C8. En la muestra del músculo tríceps braquial, en husos 

nerviosos y fascículos nerviosos (Figura 14C), del animal C3, Q222K/G127S inoculado 

con EEB caprina. También se detectó PrPSc por IHQ en la glándula adrenal de la cabra 

C7, de genotipo K222K con EEB bovina, en   la cual se observaron depósitos de  PrPSc a 

nivel de las células cromafines (Figura 14D) y mediante ELISA en el animal C4 (Q222Q). 

Las muestras de músculo exocular de los animales C3 y C8 se diagnosticaron como 

positivas mediante ELISA tras la repetición de la técnica por duplicado (Tabla 10). 

 

Tabla 10: Muestras con valor de corte por encima de 0.096 repetidas por duplicado. 

Caprino C3 C8 

Tejido Musculo exocular Musculo exocular 

Valor 1ª prueba 0.146 0.112 

Valor repetición 0.268* 0.149* 

Valor repetición 0.065 0.083 

* Valores positivos según el valor de corte ofrecido por el software del Kit. 

 

A B 



72 
 

Figura 14: Detección de agregados de PrPSc en distintos tejidos y órganos mediante IHQ 

con el anticuerpo L42. A y B: Husos nerviosos, músculo exocular (Q222Q con EEB 

bovina 5x y 40x). C: Husos nerviosos y fascículos nerviosos, músculo tríceps braquial 

(Q222K/G127S, con EEB caprina; 10x) D: Depósitos asociados a las células cromafines, 

glándula adrenal (K222K con EEB bovina; 20x). 

 

 

En las muestras de los distintos tejidos y órganos tomados en la necropsia de los 

dos cabritos y posteriormente sometidas a las técnicas de inmunohistoquímica y ELISA, 

así como en las muestras de biopsia rectal tomadas cada tres meses y sometidas a IHQ, 

no se detectó la presencia de la PrPSc. 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Tabla 11: Distribución de la PrPSc en otros órganos mediante las técnicas de IHQ y 

ELISA. 

Animal C1 C2 C3 C4 C5 C6 C7 C8 

Polimorfismo codón 222 QQ QK QQ KK 

Polimorfismo codón 127 GG GS GG 

Músculo exocular IHQ - + + + + + + + 

ELISA - +                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     + - - - - + 

Corazón IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

Músculo tríceps 

braquial 

IHQ - - + - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

Músculo 

semitendinoso 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Riñón 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Hígado 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Páncreas 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Pulmón 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Vejiga 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

 

Glándula adrenal 

IHQ - - - - - - + - 

ELISA - - - + - - - - 

 

Placenta 

IHQ / / / / - / / / 

ELISA / / / / - / / / 

 

Glándula mamaria 

IHQ / / / - - - / / 

ELISA / / / - - - / / 

 

Piel 

IHQ - - - - - - - - 

ELISA - - - - - - - - 

IHQ: inmunohistoquímica; 

 

3.3.7 Caracterización de cepas 

 

3.3.7.1 Inmunohistoquímica 

 

 La caracterización de cepas se realizó, en muestras del sistema nervioso central 

mediante la técnica de inmunohistoquímica. Se utilizó el anticuerpo C-terminal L42, que 

demostró un marcaje intenso intraglial e intraneuronal de los agregados de PrPSc en todos 

los animales (Figura 15A). En contraste con el anticuerpo N-terminal P4 se demostró un 

punteado fino y difuso intra y extracelular (Figura 15B).  
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Figura 15: Muestra de mesencéfalo de una cabra Q222Q inoculada con EEB bovina. A: 

Anticuerpo L42 (20x). B: Anticuerpo P4 (20x). 

 

 

3.3.7.2 Western Blot 

 

La técnica WB reveló con el anticuerpo 6H4 el mismo patrón de glicosilación, 

presencia de las bandas diglicosilada, monoglicosilada y no glicosilada, en los caprinos 

inoculados con EEB bovina con distintos polimorfismos en el codón 222, así como en la 

muestra de bovino con EEB (Figura 16A).  

En los tres caprinos con genotipo Q222Q la intensidad de PrPSc fue similar, sobre 

todo en los animales C4 y C6. Los animales K222K presentaron una intensidad más baja 

de PrPSc comparada con la observada en los animales Q222Q y en el bovino. Con el 

anticuerpo P4 también se observó el mismo patrón de glicosilación que con el anticuerpo 

6H4, no obstante, con intensidad más baja en las muestras de los cinco caprinos, además 

de que el anticuerpo P4 no fue capaz de detectar la EEB en la muestra del bovino, como 

ya ha sido descrito en otros estudios anteriores (Figura 16B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Figura 16: Western Blot de obex de caprinos Q222Q y K222K inoculados con EEB 

bovina, un bovino con EEB y un control negativo, con los anticuerpos 6H4 (A) y P4 (B). 

 

 

 Comparando por Western Blot con el anticuerpo 6H4 los caprinos con EEB 

bovina con distintos polimorfismos en el codón 222 y caprinos con EEB caprina 

portadores del polimorfismo G127S, con los caprinos inoculados con EEB caprina de 

segundo pase en cabra pertenecientes al proyecto anterior y con el control de EEB en 

bovino se observó un patrón de glicosilación muy similar entre los distintos grupos, con 

presencia de las tres bandas diglicosilada, monoglicosilada y no glicosilada (Figura 17).  

Las muestras de obex de las cabras presentaron una diferencia en relación a la 

intensidad de señal de las bandas, sobre todo de la banda diglicosilada. La mayor señal 

fue observada en los caprinos C4 y C6, portadores del genotipo Q222Q inoculados con 

EEB bovina. Los animales C5 (Q222Q) y el caprino C3 (Q222Q/G127S) presentaron una 

señal más baja que las anteriores. Los cuatro caprinos Q222Q con EEB caprina 

presentaron señal en el Western Blot muy similar entre ellos, seguidos de un animal 

K222K también con EEB caprina y de otro K222K con EEB bovina (C8). Los caprinos 

Q222K, el otro animal K222K con EEB caprina y el animal Q222Q/G127S (C2) 

mostraron baja señal, siendo el animal portador del genotipo G127S el que tenía la menor 

señal.  

Con el anticuerpo P4 el animale que mostró mayor señal fue el C2, con el 

polimorfismo Q222Q/G127S inoculado con EEB caprina. Los animales K222K con EEB 

caprina presentaron más señal que los demás, seguidos de los caprinos Q222Q, Q222K y 

del animal C3 (Q222K/G127S). Los caprinos inoculados con EEB bovina presentaron 

bandas más leves que los animales con EEB caprina, sobre todo los K222K (Figura 18).  
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Figura 17: Resultados del Western blot con el anticuerpo 6H4 de las muestras de obex 

de caprinos con distintos polimorfismos en el codón 222 y en el codón 127 inoculados 

con EEB bovina y EEB caprina, así como una muestra de EEB en bóvido y un control 

negativo.  

 

 

Figura 18:Resultados del  Western Blot con el anticuerpo P4 de las muestras de obex de 

caprinos con distintos polimorfismos en el codón 222 y en el codón 127 inoculados con 

EEB bovina y EEB caprina, así como una muestra de EEB en bóvido y un control 

negativo.  
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3.3.8 Bioensayo 

 

 Los ratones transgénicos inoculados con los tejidos caprinos no mostraron signos 

clínicos de la enfermedad y tampoco alcanzaron la edad establecida para el sacrificio sin 

que haber desarrollado clínica, 650 días post inoculación (Tabla 10).   

 

Tabla 12: Genotipo en el codón 222 y cepa de EEB, inóculos, días post inoculación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genotipo y EEB Inóculo Días post inoculación 

Q222Q (EEB caprina) encéfalo 209 días 

Q222Q (EEB caprina) músculo semitendinoso 578 días 

Q222K (EEB caprina) encéfalo 276 días 

Q222K (EEB caprina) músculo semitendinoso 609 días 

K222K (EEB caprina) encéfalo 326 días 

K222K (EEB caprina) músculo semitendinoso 529 días 

K222K (EEB caprina) músculo tríceps braquial 70 días 

Q222Q (EEB bovina) encéfalo 209 días 

Q222Q (EEB bovina) músculo semitendinoso 529 días 

Q222Q (EEB bovina) músculo tríceps braquial 188 días 

K222K (EEB bovina) encéfalo 276 días 

K222K (EEB bovina) músculo semitendinoso 370 días 

K222K (EEB bovina) músculo tríceps braquial 70 días 

Control negativo encéfalo 370 días 
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3.4 DISCUSIÓN 

 

El scrapie en la especie caprina se conoce desde mediados del siglo XX (Chelle, 

1942), pero no fue hasta la primera descripción de un caso de EEB caprina en Francia, 

cuando se suscitó una preocupación real en la salud pública (Eloit et al., 2005). En este 

contexto, la disponibilidad de datos genéticos en relación con la resistencia a las EET en 

cabras es de suma importancia, proporcionando una poderosa herramienta adicional en el 

control de las EET en la especie. Más de 40 polimorfismos con cambio aminoacídico y 

17 mutaciones silentes han sido detectados en la especie caprina, y dentro ellos la 

presencia de lisina en el codón 222, ha sido descrita por distintos investigadores por tener 

un efecto protector frente al scrapie clásico (Vaccari et al., 2006; Acuttis et al., 2006; 

Barillet et al., 2009; Bouzalas et al., 2010).  

En Italia, la resistencia conferida por esta variante genotípica fue demostrada en 

un experimento con cabras inoculadas intracerebralmente con scrapie natural, en el que 

el citado polimorfismo confirió incluso protección total hasta el final del experimento 

(Acutis et al., 2012).  

En nuestro trabajo, la presencia de lisina en el codón 222 no proporcionó una total 

resistencia a la EEB bovina pero si aumentó el período de incubación, estando este 

hallazgo en connivencia con los resultados obtenidos para la EEB caprina, no obstante, 

con diferencias en cuanto al periodo de incubación. Esta diferencia podría ser debida a la 

adaptación de la cepa a la especie después del segundo pase en cabras, habiendo adquirido 

características específicas del agente del scrapie (Pitarch, 2016). 

Estudios como el de Lacroux y colaboradores de 2014 refrendan que, por vía oral, 

el polimorfismo 222K confiere una resistencia muy fuerte al scrapie, no así por vía 

intracerebral en la que tanto en heterocigosis (QK) como en homocigosis (KK) se puede 

desarrollar la enfermedad en un porcentaje muy bajo (20%) y con una gran prolongación 

del periodo de incubación. Sin embargo, en nuestro estudio los animales con ese mismo 

genotipo mostraron signos clínicos con anterioridad (Tabla 5), lo que sugiere que la cepa 

bovina posee un efecto más infectivo sobre las cabras K222K que el scrapie. 

Aguilar-Calvo y colaboradores (2014) obtuvieron resultados diferentes al inocular 

distintos aislamientos en líneas de ratones portadoras de las mutaciones Q222 y K222. 

Así, ratones transgénicos que expresan el alelo de tipo salvaje (Q222) mostraron 

susceptibilidad total a la infección con scrapie y EEB, mientras que los ratones 
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transgénicos que expresaban el alelo K222 eran resistentes a todos los aislamientos de 

EEB bovina y scrapie, siendo susceptibles únicamente al aislado de EEB caprina.  

El grupo de investigación de Fast y colaboradores (2017) realizaron un 

experimento similar al nuestro pero la vía de inoculación utilizada fue la oral. Así, los 

resultados que obtuvieron demostraron una protección significativa del genotipo Q222K, 

ya que ningún animal mostró clínica durante todo el experimento y sólo en dos se pudo 

demostrar la enfermedad con carácter preclínico. Aguilar-Calvo y colaboradores (2015), 

en caprinos Q222Q y Q222K inoculados por vía oral con EEB caprina de primer pase, 

observaron signos clínicos a los 24 meses post inoculación en los animales homocigotos 

glutamina y ninguna de las cabras heterocigotas glutamina/lisina mostraron signos de la 

enfermedad siendo confirmadas como negativas mediante inmunohistoquímica, Western 

blot y PTA-blot.  En nuestro estudio los animales K222K con EEB bovina presentaron 

signos clínicos a los 47 y 32 meses post inoculación, no obstante, hay que tener en cuenta 

que los animales fueron inoculados por vía intracerebral y que ésta, además de no ser la 

vía natural de infección, es la más efectiva para la transmisión y para la rápida 

diseminación del prion. 

En cuanto a los dos animales heterocigotos serina/glicina para el codón 127, el 

periodo de incubación fue casi el doble de la media de las cabras homocigotas K222K 

inoculadas con EEB caprina de nuestro estudio y similar al de cabras heterocigotas 

Q222K inoculadas con EEB por vía oral de Aguilar-Calvo y colaboradores (2015). Por 

ello, este polimorfismo podría jugar un papel protector frente a la EEB caprina pero sin 

conferir una protección total frente a la enfermedad.  Este hallazgo corrobora lo descrito 

por Goldmann et al. (2011) que sugiere que el polimorfismo S127 tiene el efecto de 

prolongar la aparición de la clínica y el periodo de incubación pero no tiene un efecto 

completamente protector (Dassanayake et al., 2015).   

Un factor que puede influir en el periodo de incubación y diseminación del príon 

es la edad a la que los animales son inoculados. En los estudios de infección experimental, 

los animales se suelen inocular muy jóvenes, debido a que los folículos linfoides presentes 

en en el intestino involucionan con la edad (Sisó et al., 2009), y este hecho puede tener 

un efecto sobre la susceptibilidad a la infección después de la exposición oral. Brown y 

colaboradores (2012) también sugieren que hay efectos del envejecimiento en la 

microarquitectura y en la función de la zona marginal del bazo, que pueden influir 

significativamente en la patogénesis de las EET. Se han realizado estudios con el fin de 

cuantificar el número de folículos linfoides y el área de superficie de las placas de Peyer 
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en ovino (St. Rose et al., 2007). Y así, se ha demostrado que alrededor de la pubertad (8-

9 meses de edad) disminuye la densidad folicular y el área de superficie de las placas de 

Peyer y que se conservan bajas durante la edad adulta (St. Rose et al., 2007). En corderos 

de distintas edades inoculados con EEB se comprueba claramente que los grupos de los 

corderos más jóvenes son los que tienen la incidencia más alta de enfermedad clínica 

(Hunter et al., 2012). Los animales K222K de este estudio se inocularon con más de 800 

días de edad, por la dificultad de obtener animales jóvenes con este genotipo. No obstante, 

la inoculación se hizo por vía intracerebral y hasta el momento no hay indicios de que la 

edad influya en la diseminación del prion por esta vía. La baja positividad en los tejidos 

linfoides del animal C8 (K222K), podría sugerir que la edad de inoculación influyó en la 

diseminación de la PrPSc en tejidos linfoides, sin embargo, el otro animal del mismo 

genotipo evidenció la presencia del agente causal en estos tejidos. 

Los caprinos de este estudio han mostrado signos clínicos similares a los 

observados en otros estudios en los que se ha realizado la inoculación de EEB caprina o 

scrapie por vía oral. Destacan el prurito, las lesiones de piel, el estado mental deprimido, 

la ataxia, la debilidad, las posturas anormales y el déficit de propiocepción (Konold et al., 

2010; Acutis et al., 2012). Los signos clínicos también fueron similares a los observados 

en estudios sobre scrapie en la especie ovina (D’Angelo et al., 2007). La evolución de la 

enfermedad fue rápida, con una media de 62 días de duración de los signos clínicos en 

los caprinos Q222Q y 87 días en los K222K, sin embargo, fue más prolongada que en los 

animales con EEB caprina, que se sacrificaron apenas un mes después del comienzo de 

la clínica, con excepción de un caprino Q222K, que fue sacrificado tres meses después 

(Pitarch, 2016). Los animales G127S presentaron una prolongación del periodo de signos 

clínicos lo que podría demostrar que este polimorfismo aumenta el periodo clínico. 

El perfil de vacuolización observado parece estar correlacionado con el grado de 

acumulación de PrPSc, siendo los núcleos más afectados el caudado, el lenticular, la 

cápsula externa de los ganglios basales y el tálamo dorsal y ventral de la zona talámica. 

De esta manera cuanto mayor ha sido la magnitud del depósito de PrPSc, mayores han 

sido los valores de la vacuolización, hecho también descrito por Begara-McGorum y 

colaboradores (2002) en muestras de ovejas con scrapie. Además, el patrón predominante 

de vacuolización en el neurópilo de los animales Q222Q y en el pericarión de las neuronas 

en los K222K sugiere que este patrón puede verse influenciado por el genotipo de los 

animales, factor que ya se tuvo en cuenta en el fenotipo de vacuolización en ovejas 

infectadas con scrapie (Begara-McGorum et al., 2002; Ligios et al., 2002). 
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El patrón de acumulación de la PrPSc en cabras parece mantenerse constante entre 

los caprinos portadores de las distintas mutaciones en el codón 222 inoculados 

intracerebralmente con EEB bovina. Así, estos animales presentan una distribución 

neuroanatómica similar, a excepción del animal C7 que presentó un perfil distinto que 

será indicado más adelante. 

  Las diferencias observadas entre los distintos genotipos fueron únicamente con 

respecto a la magnitud de depósito de PrPSc, siendo menor en los animales K222 y mayor 

en los Q222. Así se detectaron tipos similares de agregados y distribución topográfica, 

pero con diferencias de magnitud. Este mismo hallazgo se ha demostrado para la EEB 

caprina (Pitarch, 2016), o para el scrapie (González et al., 2005; Sisó et al., 2006; Jeffrey 

et al., 2006b) dependiendo del genotipo del huésped y la vía de inoculación.  

El patrón tipo se ha caracterizado por inmunomarcaje granular intracelular de 

moderado a alto en neuronas y células de la microglia y depósitos moderados en el 

neuropilo en forma de agregados de PrPSc con patrón particulado fino y lineal.  Los 

depósitos estrellado y lineal fueron similares a los descritos en estudios anteriores de EEB 

en pequeños rumiantes, sobre todo el marcaje lineal en la sustancia negra del mesencéfalo 

(Gonzalez et al., 2005; Jeffrey et al., 2006b; Dustan et al., 2008). En las células de 

Purkinje el marcaje fue de baja intensidad y observado en pocas células, como también 

fue descrito en un estudio anterior (Jeffrey et al., 2006b). 

El animal C7, portador del genotipo KK, presentó un perfil de acumulación 

distinto ya que no se observó PrPSc ni en corteza frontal ni en ganglios basales, y un 

depósito extremamente bajo, caracterizado únicamente por un punteado fino y leve, sobre 

todo intraneuronal, en el tálamo. Por la técnica de diagnóstico rápido no se observó 

positividad en ninguna de las tres áreas; no obstante, el valor para la muestra de tálamo 

fue próximo al valor de corte, lo que podría indicar una cantidad muy baja de PrPSc en la 

misma. Este patrón sugiere que la vía de diseminación del prión en este animal fue distinta 

a la de los otros caprinos, y que podría haber sido hematógena. La diseminación 

hematógena del agente infeccioso se ha considerado en algunos modelos experimentales 

de EET como una posible vía que contribuye a la neuroinvasión (van Keulen et al., 2002: 

Beekes et al., 2007), aunque la existencia de la barrera hematoencefálica se ha utilizado 

generalmente como un argumento en contra de esta posibilidad. No obstante, se ha 

demostrado que los oligómeros de la proteína priónica del scrapie murino pueden cruzar 

la barrera hematoencefálica intacta y entrar en el líquido cefalorraquídeo y el parénquima 

cerebral (Banks et al., 2004). También se debe considerar que la barrera hematoencefálica 
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está ausente en algunos puntos específicos del SNC, como en los plexos coroideos y en 

los órganos circunventriculares, que se localizan alrededor del tercer y cuarto ventrículos 

(Sisó et al., 2009). En el animal C7 el punto de inoculación podría haber sido distinto al 

de los demás caprinos, coincidiendo con el área de los órganos circunventriculares, lo que 

justificaría el distinto patrón de depósito de PrPSc, que no se observó en las áreas más 

craneales del encéfalo, además de que en las áreas afectadas tampoco se apreció un 

depósito muy intenso. Sisó y colaboradores (2009) sugieren que los órganos 

circunventriculares actúan como punto de entrada de la infección en el encéfalo y 

contribuyen a la propagación de la infectividad; en este caprino estas estructuras pueden 

haber contribuido a la diseminación del prión en el sentido inverso. 

Respecto a los resultados oculares, se observó PrPSc en el ojo de todos los caprinos 

estudiados, concretamente en las capas plexiforme interna y externa y en las células 

ganglionares de la retina, lo que había sido descrito ya previamente en ovejas (Hortells et 

al., 2006) y en cabras con scrapie natural (Valdez et al., 2003). Las altas cantidades de 

PrPSc observadas en la retina pueden estar asociadas con la abundante expresión de PrPC 

en las capas plexiformes interna y externa, así como en las células ganglionares y en las 

capas de fibras nerviosas de la retina (Frig et al., 2006). 

  La detección de PrPSc en tejidos y órganos periféricos demostró una proliferación 

centrifuga del prión, como ya había sido descrito anteriormente (Kimberlin et al., 1983).  

En casi todos los caprinos se identificó PrPSc en los tejidos linfoides, con excepción del 

animal C2 (Q222Q/G127S) que presentó el período de incubación más largo y por tanto 

un período de supervivencia mayor que los caprinos inoculados con EEB caprina. En este 

animal la PrPSc se limitó al sistema nervioso central, no ocurriendo diseminación 

centrífuga como se pudo observar en los demás caprinos. En contraste, en muestras de 

tejido linfoide de otro animal portador del polimorfismo G127S y Q222K, se observó 

PrPSc en casi todos los linfonodos analizados mediante IHQ y en bazo por ELISA, así 

como en muestras de intestino, en las neuronas del sistema nervioso entérico y en tejido 

linfoide (Tabla 8). En el estudio de Fast y colaboradores (2017), no fueron capaces de 

detectar PrPSc en el sistema linforreticular de caprinos Q222K inoculados con EEB (Fast 

et al., 2017), sin embargo, en nuestro estudio, este polimorfismo vinculado al 

polimorfismo G127S si se ha podido identificar. Lo que podría sugerir la potenciación 

infectiva de la EEB cuando los dos polimorfismos cuando se detectan de forma conjunta. 

La presencia del polimorfismo Q222Q solo podría suponer una mayor susceptibilidad a 
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las ETT, pero en combinación con el polimorfismo G127S aportaría una mayor 

resistencia a estas enfermedades y una menor capacidad de diseminación del prión.  

 En los tejidos linfoides del animal C7, además del depósito de PrPSc en el centro 

germinativo de los folículos se observó la PrpSc en las áreas subcortical, peritrabecular y 

en el manto, en consonancia a lo observado por Ersdal et al. (2005) en ovejas inoculadas 

con scrapie mediante una sonda gástrica en rumen o abomaso.  En nuestro estudio se ha 

descrito el depósito de PrPSc en los senos peritrabeculares y subcapsular del linfonodo 

retrofaringeo y también en algunas células de la área interfolicular y en los senos 

medulares del linfonodo yeyunal. Ryder et al. (2009) mediante un estudio realizado con 

corderos jóvenes inoculados con scrapie sugieren que algunos de los inmunomarcajes 

observados en las células de los senos subcapsulares podrían ser células dendríticas, que 

se transportaron por la linfa y que podrían estar involucradas en transporte del prión 

dentro del huésped. El caprino K222K también presentó acumulo de PrPSc en el área 

marginal de los folículos linfoides del bazo, al igual que se ha descrito en ovejas 

inoculadas por vía oral con EEB (Andreoletti et al., 2006; van Keulen et al., 2008; Ryder 

et al., 2009), teniendo estas áreas gran cantidad de macrófagos que fagocitan antígenos 

(Aichele et al., 2003; Junt et al., 2008). La zona subcapsular y médular de los ganglios 

linfáticos son responsables de filtrar los patógenos de la linfa y la zona marginal del bazo 

filtra los patógenos de la sangre (Junt et al., 2008), lo que refuerza la teoría de que en este 

animal la diseminación del prión pudo ocurrir sobre todo por vía hematógena, ya 

demostrada como vía útil de transmisión para la EEB y el scrapie (Houston et al., 2000; 

Hunter et al., 2002; Sisó et al., 2006), apoyando la hipótesis de que la circulación 

hematógena y linfática pueden ser las principales vías de diseminación del prion. 

La ausencia de PrPSc en el tercer párpado y en muestras de recto, enfatiza la falta 

de fiabilidad del uso de biopsias de estos tejidos para el diagnóstico preclínico realizado 

en condiciones experimentales, tal y como se publicó anteriormente en el caso de scrapie 

en cabras (Acutis et al., 2012). 

A nivel muscular, la PrPSc se detectó en el músculo tríceps braquial del animal C3 

(Q222K/G127S), concretamente a nivel de los husos y fascículos nerviosos, tal y como 

describieron Fast y colaboradores (2017), que detectaron PrPSc en los husos nerviosos del 

músculo psoas mayor. Igualmente, en cabras inoculadas con EEB caprina se ha 

identificado la presencia del prión en las muestras de músculo tríceps braquial y músculo 

semitendionoso (Pitarch, 2016), lo que refuerza la teoría de la adaptación de la cepa a la 

especie receptora y que la misma posee mayor grado de infección que la EEB bovina. 
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En el músculo exocular se observó positividad en todos los animales inoculados, 

al igual que ya había sido descrito en cabras infectadas de forma natural con scrapie 

(González et al., 2010). La glándula adrenal no ha mostrado grandes positividades, 

observándose sólo en un animal (Tabla 9) mediante ELISA y en otro mediante IHQ, 

concretamente en las células cromafines como fuera ya descrito en ovejas y cabras con 

scrapie (Acín et al., 2013; Garza et al., 2014). González et al., 2010 también describen la 

presencia de PrPSc en la medular de la glándula adrenal de cabras con scrapie.  

Comparando las dos técnicas de diagnóstico empleadas, IHQ y ELISA, se ha 

observado mayor sensibilidad en la técnica de IHQ, identificándose más muestras 

positivas, sobre todo en el tracto gastrointestinal. El test rápido está puesto a punto y 

validado para su utilización en muestras de origen nervioso y de origen linfoide, y la 

dificultad en la homogeneización de órganos como intestinos, pudo influir en la 

sensibilidad de la técnica, dando lugar a una mala digestión del tejido con la consiguiente 

falta de exposición de la PrPSc al anticuerpo. El tallado de distintas partes de un órgano 

para IHQ y para ELISA, así como la presencia de PrPSc en baja cantidad y en estructuras 

muy específicas del tejido, también puede explicar las diferencias entre los resultados de 

ambas técnicas.  

La positividad identificada en muestras de linfonodos tras la repetición de la 

técnica de ELISA por duplicado evidencia que aunque la técnica y el Kit estén 

estandarizados para tejidos linfoides puede haber de fallos en el diagnóstico (Tabla 8). En 

relación a las muestras no nerviosas ni linfoides, otros estudios modificaron algunos 

parámetros del protocolo recomendado por lo que podrían haber aumentado la 

sensibilidad de la técnica en estos casos (Everest et al., 2011; Salazar et al., 2010), además 

de establecer un valor de corte para estos tejidos con el objetivo de adecuar la técnica de 

ELISA a los mismos (Everest et al., 2011; Garza et al., 2014). 

Estudios previos han demostrado que la EEB ovina se puede distinguir del scrapie 

natural y experimental por los diferentes perfiles inmunohistoquímicos debido al mapeo 

de epítopos y la identificación de los distintos tipos celulares específicos en el SNC y 

SLR. Los casos clínicos y algunos casos preclínicos de EEB en ovejas, se pueden 

distinguir de los casos de scrapie por su asociación con cantidades comparativamente 

reducidas de marcaje de epítopos de PrPSc en la secuencia de aminoácidos 84-105 dentro 

del citoplasma de neuronas y células fagocíticas (Jeffrey et al., 2006c). En este estudio se 

utilizó el anticuerpo C-terminal L42, que demostró un marcaje intenso intraneuronal e 

intraglial de los agregados de PrPSc en todos los animales, en contraste, con el anticuerpo 
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N-terminal P4 que demostró un punteado muy leve, fino y difuso intra y extracelular 

(Jeffrey et al., 2001). Otros estudios con ovejas inoculadas con EEB no identificaron 

marcaje intraneuronal ni intra-microglial con el anticuerpo N-terminal (Martin et al., 

2005; Sisó et al., 2006; Jeffrey et al., 2006b).  

Mediante la técnica de Western Blot en óbex, el anticuerpo 6H4 mostró mayor 

intensidad de señal en las muestras de los animales Q222Q con EEB bovina, 

corroborando con los resultados obtenidos en la IHQ. Con el anticuerpo P4 la muestra de 

EEB bovina no mostró reducida su señal en todas las muestras analizadas, tal y como 

indican estudios previos de la EEB bovina en ovejas y cabras (Stack et al., 2002; Thuring 

et al., 2004; Martin et al., 2005; Gonzalez et al., 2009), incluso en el animal 

Q222Q/G127S (C2) en el que se identificó una señal más alta que la observada con el 

anticuerpo 6H4. Comparando las muestras de caprinos inoculados con EEB bovina y EEB 

caprina con el anticuerpo P4, se observó una mayor intensidad en las muestras de EEB 

caprina, lo que podría haber ocurrido por una adaptación de la cepa a la especie caprina. 

Los ratones transgénicos inoculados con los tejidos caprinos no han mostrado 

signos clínicos de la enfermedad y tampoco han alcanzado la edad prevista para el 

sacrificio sin que haber desarrollado clínica. Padilla y colaboradores (2011) al inocular 

líneas de ratones humanas, entre ellas la línea Tg340, con distintas cepas de EEB (bovina, 

ovina y caprina), observó clínica en los ratones inoculados con encéfalo de cabra con EEB 

a los 695 ± 22 días en seis de los siete animales, lo que sostiene que los ratones de este 

estudio aún no hayan desarrollado signos clínicos. Además, hay que tener en cuenta que 

se inocularon animales tanto con muestras de músculo que contenían bajas cantidades del 

prión como con muestras negativas por las técnicas convencionales de diagnóstico, de 

esta manera es posible que los ratones de este estudio no desarrollen la enfermedad en un 

primer pase y se hagan necesarios pases seriados. Los resultados de Padilla et al. (2011) 

respaldan que un pase intermedio del agente de la EEB en pequeños rumiantes acelera la 

aparición de la enfermedad de vCJD en ratones PrP humanos o aumenta 

considerablemente su eficacia de transmisión. Estos resultados motivan a continuar 

estudiando los posibles efectos de la EEB en pequeños rumiantes sobre la especie 

humana. 

De las EET que afectan a las cabras, la EEB es la representa un mayor riesgo para 

los humanos, debido a su naturaleza zoonótica. Es bien sabido que esta enfermedad está 

casi erradicada y bien controlada en bovinos, pero: 

- La aparición de la EEB en cabras de forma natural, 
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- La susceptibilidad de los pequeños rumiantes a la EEB experimental, 

- Los posibles diagnósticos erróneos antes de que la vigilancia de EEB se 

extendiera a estas especies,  

hace que sea necesario continuar con la investigación en esta área y por supuesto 

identificar las posibles combinaciones polimórficas que minimicen la susceptibilidad de 

las cabras a las EET, y así, poder crear un programa de cría fiable que ofrezca protección 

frente a las tres enfermedades: scrapie, EEB bovina y EEB caprina.  

Con este estudio podemos concluir que el alelo K222 prolonga los períodos de 

incubación, pero no confiere una completa resistencia frente la EEB ovina y caprina 

inoculada por vía intracerebral, en contraste a los estudios previos realizados en scrapie 

clásico. No obstante, esta protección sugiere que un programa de mejora de la resistencia 

frente a las EET, basado en la selección de portadores del alelo K222, podría prevenir 

eficientemente la infección por la encefalopatía espongiforme bovina. Por otro lado, 

nuestros resultados muestran una dispersión de la PrPSc fuera del SNC, 

independientemente del genotipo, habiendo alcanzado los husos nerviosos y fascículos 

nerviosos del músculo tríceps braquial, lo que podría representar un riesgo para la 

seguridad alimentaria.  
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4. ESTUDIO II: POLIMORFISMOS EN EL GEN PRNP. SELECCIÓN DE 

CAPRINOS RESISTENTES A LAS EET 

 

4.1 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

 

Las encefalopatías espongiformes transmisibles (EET) son un grupo de 

enfermedades fatales, neurodegenerativas causadas por la acumulación de una isoforma 

anormal de una proteína celular (PrPC), llamada prión (PrPSc), en el sistema nervioso 

central sistema (SNC) (Prusiner, 1982). La especie caprina puede verse afectada por el 

scrapie y por la encefalopatía espongiforme bovina (EEB) de forma natural (Eloit et al., 

2005; Jeffrey et al., 2006b; Spiropoulos et al., 2011).  

El papel que los polimorfismos del gen PRNP, responsable de codificar la proteína 

celular PrPC (Oesch et al., 1985), ejerce sobre las encefalopatías espongiformes 

transmisibles es bien conocido. Los diferentes polimorfismos pueden influir en la 

conversión de PrPC en PrPSc haciendo que el individuo sea más susceptible o resistente a 

estas enfermedades (Bossers et al., 1997). Diversos estudios del gen PRNP caprino han 

mostrado 17 mutaciones silentes y más de 40 sustituciones aminoacídicas (Serrano et al., 

2009; Vaccari et al., 2009; Bouzalas et al., 2010; Goldmann et al., 2011; Hussain et al., 

2011; Papasavva-Stylianou et al., 2011; Acín et al., 2013), de las cuales al menos ocho 

parecen estar asociadas con la resistencia al scrapie: G127S, I142M, H143R, S146N / 

S146D, R154H, R211Q y Q222K.  

Experimentos recientes han demostrado que los polimorfismos R211Q y Q222K 

extienden el período de incubación e incluso protegen frente a las dos enfermedades que 

afectan a las cabras (White et al., 2012; Lacroux et al., 2014; Aguilar-Calvo et al., 2015), 

habiéndose encontrado previamente ambas mutaciones en razas caprinas españolas (Acín 

et al., 2013). Así, es interesante seguir estudiando las posibles mutaciones en el gen PRNP 

en cabras españolas y la frecuencia de alelos resistentes, para definir el estado de riesgo 

de la población y seleccionar machos con alto valor genético para futuros reproductores. 

De esta manera, el objetivo de este trabajo es realizar un estudio del gen PRNP de la raza 

Moncaína como raza caprina autóctona de España, con el fin de establecer la frecuencia 

alélica de los polimorfismos que favorecen la resistencia frente a las EET. 
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4.2 MATERIAL Y MÉTODOS 

 

4.2.1 Muestras de sangre 

 

Para este estudio se han genotipado 1721 muestras de sangre de cabras de la raza 

española Moncaína procedentes de distintos rebaños de la zona del Moncayo (Aragón), y 

de Borobia, perteneciente a provincia de Soria (Castilla y León) (Tabla). 

 

Tabla 13: Localización de muestreo de la cabra Moncaína. 

Localización Localización 

Aranda del Moncayo Mesones de Isuela 

Arándiga Nuévalos 

Borobia (Soria) Pomer 

Brea de Aragón Ricla 

Clares de Ribota Sestrica 

Épila Tierga 

Illueca Torrelapaja 

Jarque del Moncayo Trasobares 

 

 

4.2.2 Extracción del ADN 

 

Las muestras de sangre fueron sometidas a técnica de extracción de ADN 

mediante el Kit QIAGEN® (QIAamp DNA mini kit), según el protocolo del fabricante. 

Este protocolo consiste básicamente en una digestión de 10 minutos con proteinasa K (20 

ng/ml) a 56ºC, precipitación con etanol, ciclos de lavado para eliminar los residuos y 

recuperación del ADN (Anexo 4).  

 

4.2.3 Amplificación y secuenciación del ADN 

 

La amplificación del fragmento ORF (open reading frame) del gen PRNP se 

realizó mediante la técnica de PCR (reacción en cadena de polimerasa) con el Kit 

QIAGEN® (HotStarTaq® Master Mix Kit) y los cebadores PrP8 y PrP9 (Tabla 14) 
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(Bossers et al., 1996) (Anexo 5). La reacción de PCR se purificó utilizando el colector de 

vacío de Millipore® y se realizó una secuenciación bidireccional utilizando los mismos 

cebadores de la PCR. Los cromatogramas se analizaron mediante los programas BioEdit 

v.4.8.6 y Chromas v.2.4.1. (Hall, 1999). 

 

Tabla 14: Cebadores PrP8 y PrP9 utilizados para la técnica de PCR. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene Cebador para PCR 

PRNP Forward 

Reverse 

PrP8: 5’- CAGGTTAACGATGGTGAAAAGCCACATAGG -3’ 

PrP9: 5’- GGAATTCTATCCTACTATGAGAAAAATGAGG -3’ 
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4.3 RESULTADOS 

 

En las muestras genotipadas se identificaron doce polimorfismos distintos: diez 

sustituciones aminoácidicas en los codones G37V, M137I, R139S, I142M, R154H, 

Q171R, R211Q, Q215R, Q222K y P240S; y dos mutaciones silentes en los codones 42 

(ccg-cca) y 138 (agt-agc), todas ellas descritas previamente. Considerando únicamente 

los polimorfismos con cambios de aminoácidos, se observaron doce haplotipos (Tabla 

15) y 41 genotipos (Tabla 16).  

 

Tabla 15: Frecuencia haplotípicas observadas en la raza Moncaína. 

 

Hap. 37 137 139 142 154 171 211 215 222 240 Frecuencia  

1 G M R I R Q R Q Q S 10.08* - 12.78* 

2 G M R I R Q R Q Q P 41.31* - 44.02* 

3 V M R I R Q R Q Q S 0.30 

4 G I R I R Q R Q Q P 0.35 

5 G M S I R Q R Q Q P 0.058 

6 G M R M R Q R Q Q P 16.00 

7 G M R I H Q R Q Q S 2.00* - 4.70* 

8 G M R I H Q R Q Q P 9.04* - 10.05* 

9 G M R I R R R Q Q P 0.029 

10 G M R I R Q Q Q Q S 15.49 

11 G M R I R Q R R Q P 0.61 

12 G M R I R Q R Q K S 1.02 
Hap.: Haplotipo; G: glicina; M: metionina; R: arginina; I: isoleucina; S: serina; M: metionina; H: histidina; 

Q: glutamina; K: lisina; P: prolina; * Depende de la segregación.  

 

De las distintas mutaciones en el codón 222 (tema del estudio I) (Figura 19), el 

genotipo heterocigoto glutamina/lisina (Q222K) se observó en 31 caprinos, el 

homocigoto lisina únicamente en un  macho de una explotación de Tierga, y el genotipo 

ancestral Q222Q, en los demás animales. 
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Tabla 16: Frecuencias genotípicas observadas en la raza Moncaína 

        Genotipo Frecuencia 

1/1 S240/S240 31 1.80% 

1/2 S240/P240 106 6.16% 

2/2 P240/P240 417 24.2% 

3/1 V37S240/G37S240 1 0.06% 

3/2 V37S240/G37P240 5 0.29% 

4/1 I137P240/M137S240 2 0.12% 

4/2 I137P240/M137P240 8 0.46% 

5/1 S139P240/R139S240 1 0.06% 

5/2 S139P240/R139P240 1 0.06% 

6/1 M142P240/I142S240 69 4.00% 

6/2 M142P240/I142P240 205 12.0% 

6/3 G37M142P240/V37I142S240 2 0.12% 

6/4 M137M142P240/I137I142P240 2 0.12% 

6/6 M142P240/M142P240 55 3.20% 

7/1 H154S240/R154S240 20 1.16% 

7/2 H154S240/R154P240 0 – 93* 0 - 5.4*% 

7/3 G37H154S240/V37R154S240 0 0.00% 

7/6 I142H154S240/M142R154P240 13 0.76% 

7/7 H154S240/H154S240 4 0.23% 

8/1 H154P240/R154S240 0 – 93* 0 - 5.4*% 

8/2 H154P240/R154P240 74 4.30% 

8/6 I142H154P240/M142R154P240 33 1.92% 

8/7 H154P240/H154S240 14 0.08% 

8/8 H154P240/H154P240 35 2.03% 

9/6 I142R171P240/M142Q171P240 1 0.06% 

10/1 Q211S240/R211S240 83 4.82% 

10/2 Q211S240/R211P240 156 9.10% 

10/3 G37Q211S240/V37R211S240 2 0.12% 

10/6 I142Q211S240/M142R211P240 100 5.81% 

10/7 R154Q211S240/H154R211S240 14 0.81% 

10/8 R154Q211S240/H154R211P240 62 3.60% 

10/10 Q211S240/Q211S240 58 3.37% 

11/1 R215P240/Q215S240 3 0.17% 

11/2 R215P240/Q215P240 6 0.35% 

11/3 G37R215P240/V37Q215S240 0 0.00% 

11/6 I142R215P240/M142Q215P240 10 0.58% 

11/10 R211R215P240/Q211Q215S240 0 0.00% 

11/11 R215P240/R215P240 1 0.06% 

12/2 K222S240/Q222P240 27 1.57% 

12/6 I142K222S240/M142Q222P240 6 0.35% 

12/12 K222S240/K222S240 1 0.06% 
G: glicina; M: metionina; R: arginina; I: isoleucina; S: serina; M: metionina; H: histidina; Q: glutamina; K: 

lisina; P: prolina; * Depende de la segregación. 
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Figura 19: Distintos genotipos en el codón 222. A: homocigoto glutamina (Q222Q), B: 

homocigoto lisina (K222K), C: heterocigoto glutamina/lisina Q222K). 
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4.4 DISCUSIÓN 

 

En la literatura existen diversos estudios que analizan el gen PRNP caprino, y en 

todos ellos se demuestra que posee una gran variabilidad polimórfica. Así mismo, algunas 

variaciones se asocian a un menor riesgo de desarrollar el scrapie clásico, como por 

ejemplo I142M, N146D, S146 D, R211Q y Q222K (Goldmann et al., 1996; Acutis et al., 

2006; Vaccari et al., 2006; Papasavva-Stylianou et al., 2007; González et al., 2009; 

Barillet et al., 2009; Bouzalas et al., 2010; Goldmann et al., 2011; Papasavva-Stylianou 

et al., 2011). 

En este estudio, los haplotipos 1 y 2 fueron los más frecuentes, distinguiéndose 

solo por el dimorfismo P/S en el codón 240. Aunque el haplotipo 1 se considera la forma 

ancestral del gen PRNP caprino, la variante más frecuente en este estudio fue el haplotipo 

2, con un porcentaje de 41.31% frente a 44.02% (dependiendo de la segregación). Este 

hallazgo ya ha sido observado en otras razas caprinas europeas (Billinis et al., 2002; 

Acutis et al., 2008; Serrano et al., 2009; Bouzalas et al., 2010; Goldmann et al., 2011; 

Hussain et al., 2011; Papasavva-Stylianou et al., 2011; Acin et al., 2013).  

Todos los polimorfismos identificados en este estudio se han detectado con 

anterioridad en la raza Moncaína (Acín et al., 2013), a excepción del polimorfismo 

Q171R, identificado únicamente en una hembra y cuya primera descripción en la 

literatura fue en una cabra de la raza Helénica (Bouzalas et al., 2010). Es interesante 

observar que esta mutación da lugar a un alelo asociado con una alta resistencia frente el 

scrapie clásico en ovejas: A136R154R171 (Dawson et al., 1998).  

Varios experimentos asocian los polimorfismos en los codones 142, 154, 211, 222 

y 240, observados en este estudio, con la susceptibilidad a la infección natural de scrapie. 

Según algunos trabajos, la presencia de metionina en el codón 142 estaría asociada con 

un nivel de protección limitada (Barillet et al., 2009, Corbiere et al., 2013). Lacroux y 

colaboradores (2014) describen que el polimorfismo I142M no proporciona una 

resistencia sustancial a la infección por scrapie tras la inoculación intracerebral u oral. 

Así mismo, se ha demostrado que caprinos de genotipos I142M y M142M inoculados con 

EEB bovina intracerebralmente poseen una resistencia parcial a la enfermedad (Fast et 

al., 2017). 

Respecto al polimorfismo H154R, confiere protección relativa cuando se trabaja 

con scrapie clásico y se inocula por vía oral. No sucede así si el experimento se lleva a 

cabo por vía intracerebral (Corbiere et al., 2013; Lacroux et al., 2014) o por el contrario 
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la cepa inoculada es de scrapie atípico (Colussi et al., 2008). Este mayor nivel de 

susceptibilidad al scrapie atípico representa un argumento importante contra la selección 

del alelo H154 en poblaciones de cabras. 

El polimorfismo R211Q, que se describe como protector frente al scrapie clásico 

en distintos estudios (Barrilet et al., 2009; Bouzalas et al., 2010), en este, se ha observado 

en un 24.2% de los animales. Lacroux y colaboradores (2014) describen caprinos 

portadores de este polimorfismo como resistentes a la infección por scrapie clásico por 

vía oral, y con moderado incremento en el período de incubación si la inoculación es 

intracerebral. Sin embargo, Aguilar-Calvo et al. (2015) en caprinos inoculados por vía 

oral con EEB caprina observaron una baja resistencia a la enfermedad de este 

polimorfismo.  

Distintos estudios describen que el polimorfismo Q222K ejerce un papel en la 

susceptibilidad al scrapie clásico en cabras (Vaccari et al., 2006; Acuttis et al., 2006; 

Barillet et al., 2009; Bouzalas et al., 2010). En este estudio, el número de animales 

portadores del polimorfismo Q222K fue muy bajo (1.92%) y únicamente un macho fue 

homocigoto lisina. Aguilar-Calvo y colaboradores (2014), al inocular líneas de ratones 

portadoras de las mutaciones Q222 y K222 con distintos aislamientos de EET observaron 

que, ratones transgénicos K222 eran resistentes a todos los aislamientos de EEB bovina 

y scrapie, siendo susceptibles únicamente a la EEB caprina. Otro estudio de inoculación 

por vía oral de EEB bovina y EEB caprina demostró una significativa protección del 

genotipo Q222K (Fast et al., 2017). En el estudio I de esta tesis, los animales K222K 

inoculados con EEB bovina presentaron signos clínicos a los 47 y 32 meses post 

inoculación, contradiciendo los resultados demostrados por otros trabajos y no mostrando 

total resistencia a la enfermedad como en el caso del scrapie (Lacroux et al., 2014). 

Algunos estudios describen que la presencia de prolina en el codón 240 no está 

asociada directamente con el riesgo de infección por scrapie (Barillet et al., 2009, 

Corbiere et al., 2013). Los hallazgos relacionados con el papel que este codón pudiera 

tener sobre la susceptibilidad a las EET son controvertidos, ya que, el extremo C-terminal 

de la PrPC, que incluye el aminácido del codón 240, se elimina en un cambio 

postraduccional (Stahl et al., 1987). Así, no es de esperar que este polimorfismo afecte 

directamente a la susceptibilidad a la enfermedad.  

Las mutaciones silentes en los codones 42 y 138 se encontraron en ligamiento con 

el dimorfismo en el codón 240, los pares de bases ccg en el codón 42 y agt en el codón 

138 están ligadas al alelo P240, mientras que cca en el codón 42 y agc en el codón 138 
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están ligadas al alelo S240, corroborando lo observado en estudios previos (Goldmann et 

al., 1996; Kurosaki et al., 2005; Acutis et al., 2006; Babar et al., 2009; Serrano et al., 

2009). 

Un estudio en Francia realizado en cabras de las razas Saanen y Alpina demostró 

ocho polimorfismos en el fragmento ORF del gen PRNP, y en ellos dos mutaciones 

silentes en los codones 42 y 138 y seis con sustitución aminoacídica, G127S, I142M, 

R154H, R211Q, Q222K y S240P (Barillet et al., 2009). De estos polimorfismos 

únicamente el G127S no fue observado en el presente estudio. Corbiere et al. (2013) 

también describen las mutaciones I142M, R154H, R211Q, Q222K y S240P en cabras 

francesas, demostrando que hay una similitud entre los genotipos de las cabras de España 

y Francia.  

Este estudio confirma la alta variabilidad genética del gen PRNP de la raza 

Moncaína, y describe la presencia de algunos polimorfismos referidos anteriormente 

como resistentes a las EET, como los polimorfismos R211Q y Q222K. Sin embargo, las 

frecuencias de estos haplotipos son relativamente bajas, lo que demuestra la necesidad de 

mantener y reproducir los animales para aumentar la frecuencia y consecuente resistencia 

genética de los rebaños. La presencia de polimorfismos resistentes implica la posibilidad 

de llevar a cabo una selección genética del gen PRNP sin cruzar los animales con otras 

razas y así mantener la pureza de la raza Moncaína.  
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5. ESTUDIO III – Distintos factores genéticos que pueden influir en la 

susceptibilidad o resistencia a las EET 

 

5.1 INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

 

La familia de genes que codifican las proteínas priónicas en mamíferos está 

formada por tres genes conocidos: PRNP que codifica la proteína prion (PrP), SPRN que 

codifica la proteína shadoo (Sho) y PRND que codifica la proteína doppel (Dpl) (Premzl 

et al., 2003, Premzl y Gamulin, 2007; Watts y Westaway, 2007). La PrP y la Sho se 

expresan de manera mayoritaria en la neuronas del SNC (Hu et al., 2007, Watts et al., 

2007), mientras que la Dpl parece ser específica del aparato reproductor (Genoud et al., 

2003). 

 En la mayor parte de las especies afectadas por las enfermedades priónicas, la 

susceptibilidad y la patogénesis están moduladas por el gen PRNP. En los animales de las 

especies ovina y caprina, el control de la enfermedad está ligado de manera compleja a 

genotipos específicos. Sin embargo, no todas las ovejas con el mismo genotipo en el gen 

PRNP son igualmente susceptibles o desarrollan la patología de la misma manera 

(Goldmann, 2008), lo que puede sugerir la participación de otros genes.  

En este estudio se plantea la hipótesis de que el gen SPRN y la proteína Sho puedan 

estar implicados en estas enfermedades, proponiendo que Sho y PrP se unen al mismo 

receptor celular en su papel neuroprotector y que la alteración en la expresión de Sho, en 

las enfermedades priónicas, aumenta la muerte neuronal (Watts et al., 2007). Algunos 

estudios se han centrado en valorar la asociación entre los polimorfismos en la región 

promotora del gen PRNP y la susceptibilidad y el tiempo de incubación de las EET en 

bovinos. Curiosamente, en la región no codificadora del gen PRNP bovino, Sander et al. 

(2004) se ha revelado una asociación entre la susceptibilidad a la EEB y un polimorfismo 

de inserción / deleción (indel) de 23 pb en la región promotora y un polimorfismo indel 

de 12 pb en el Intron I. 

Suponiendo que Sho tiene un papel en las enfermedades priónicas, así como que 

el polimorfismo indel en la región promotora del gen PRNP influye en la susceptibilidad 

a la EEB en el ganado bovino, es posible que puedan contribuir también en la 

susceptibilidad o patogénesis de las EET en otras especies. De esta manera, este estudio 

tiene como objetivo analizar los polimorfismos en el gen SPRN de ciervos de la especie 
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cervus elaphus (ciervo rojo), y en cabras de la raza Alpina así como analizar los 

polimorfismos de la región promotora del gen PRNP en el ciervo rojo europeo. 

 

5.2 MATERIAL Y MÉTODOS 

 

5.2.1 Muestras de ADN 

 

 Para el estudio se utilizaron 66 muestras de ciervos de la especie Ciervo Rojo 

(Cervus elaphus), 30 obtenidas a partir de la extracción de ADN de muestras de bazo de 

animales de España y 35 muestras de ADN de sangre de ciervos del Reino Unido. 

Además, se utilizaron muestras de 25 cabras de la raza Alpina. 

 

5.2.2 Extracción del ADN 

 

Las muestras de sangre de las 15 cabras fueron sometidas a la técnica de 

extracción de ADN mediante el Kit QIAGEN® (QIAamp DNA mini kit), según el 

protocolo del fabricante. Este protocolo consiste básicamente en una digestión de 10 

minutos con proteinasa K (20 ng/ml) a 56ºC, precipitación con etanol, ciclos de lavado 

para eliminar los residuos y recuperación del ADN. Las muestras de bazo de los ciervos 

de España se sometieron al mismo protocolo de extracción de ADN de sangre, no 

obstante, con dos digestiones a 56ºC con proteinasa K (Anexo 4). 

 

5.2.3 Técnica de PCR y secuenciación del gen SPRN 

 

La amplificación del fragmento de marco abierto de lectura (ORF) del gen SPRN 

(Anexo 6) se realizó en muestras de 91 animales (66 ciervos y 25 cabras) mediante la 

técnica de PCR (reacción en cadena de polimerasa) con la Master Mix AmpliTaq Gold® 

360 y el 360 GC Enhancer. Los cebadores utilizados en las muestras de ciervos fueron: 

forward 5`-AACTGGGCGGCCGCCGTGTGC - 3` y reverse 5`-

GGCTGGGTAGCCTCTAAGGTGGC - 3`, y para las muestras de caprinos: forward 5`- 

AACTGGGCGGCCGCCGTGTGC - 3` y reverse 5`- 

CAGGAGGTGTCACAGCTTCAGGG - 3`. La reacción de PCR se purificó utilizando 

carbón activado y la secuenciación se realizó con el BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Ready Reaction Mix y con el cebador 5` - CTCTGCTGCTAGCGGCCACC 
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- 3` para las dos especies. Los cromatogramas se analizaron mediante el programa 

Chromas v.2.4.1. (Hall, 1999). 

 

5.2.4 Técnica de PCR y secuenciación de la región promotora del gen PRNP 

 

La amplificación del fragmento ORF de la región promotora del gen PRNP se 

realizó con muestras de ADN de 65 ciervos, mediante la técnica de PCR con la Master 

Mix AmpliTaq Gold® 360  (Anexo 7). Los cebadores utilizados en las muestras de 

ciervos fueron: forward 5`- GAACTGAGTAAATGACGGCAGGTGA - 3` y reverse 5`- 

CCAATTCCGCGTCTCCTCTGGGCAT - 3`.  La reacción de PCR se purificó utilizando 

carbón activado y la secuenciación se realizó con el BigDye Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Ready Reaction Mix y con el cebador 5` - 

GCTAATATCCTTTCTAGGCCTC - 3` para las. Los cromatogramas se analizaron 

mediante el programa Chromas v.2.4.1. (Hall, 1999) y las posiciones de pares de bases se 

establecieron con referencia al GenBank EU082256.1. 
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5.3 RESULTADOS 

 

5.3.1 Gen SPRN 

En las muestras de sangre de los ciervos, en el fragmento ORF se identificaron 

tres mutaciones con cambio aminoacídico en los codones 67, 88, y 98; y siete mutaciones 

silentes en los codones 50, 60, 68, 77, 114, 130 y 136. Además de tres mutaciones en el 

fragmento 3’UTR (Tabla 17). 

 

Tabla 17: Frecuencia de los genotipos y alelos encontrados en el gen SPRN de los 

ciervos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

pb: pares de bases, A: adenina, C: citosina, G: guanina, T: timina, Pro: prolina, Ala: alanina, Leu: leucina, 

Gli: glicina. 

ORF 

Codón Posición(pb) Genotipo Frecuencia Alelo Frecuencia  

Mutación con cambio aminoacídico 

67 200 gcg/gcg 

gtg/gtg 

64 (96.97%) 

2 (3.03%) 

gcg (Ala) 

gtg (Val) 

96.97 % 

3.03 % 

88 263 gcg/gcg 

gcg/ggg 

49 (74.24%) 

17 (25.76%) 

gcg (Ala)  

ggg (Gli) 

87.12 % 

12.88 % 

98 292 ggg/ggg 

agg/agg 

64 (96.97%) 

2 (3.03%) 

ggg (Gli) 

agg (Arg) 

96.97 % 

3.03 % 

Mutación silente 

50 150 ccc/ccc 

ccc/cct 

65 (98.48%) 

1 (1.52%) 

ccc (Pro) 

cct (Pro) 

99.24 % 

0.76 % 

60  80 gcc/gcc 

gcc/gct 

65 (98.48%) 

1 (1.52%) 

gcc (Ala) 

gct (Ala) 

99.24 % 

0.76 % 

68 204 gca/gca  

gcg/gcg 

64 (96.97%) 

2 (3.03%) 

gca (Ala)  

gcg (Ala) 

96.97 % 

3.03 % 

77 231 gcg/gcg 

gcg/gca 

63 (95.45%) 

3 (4.55%) 

gcg (Ala) 

gca(Ala) 

97.73 % 

2.27 % 

114 342 gcg/gcg 

gcg/gca 

60 (90.90%) 

6 (9.10%) 

gcg (Ala) 

gca (Ala) 

95.45 % 

4.55 % 

130 390 ctg/ctg 

ctc/ctc 

64 (96.97%) 

2 (3.03%) 

ctg (Leu)  

ctc (Leu) 

96.97 % 

3.03 % 

136 408 ggc/ggc 

ggc/ggt 

64 (96.97%) 

2 (3.03%) 

ggc (Gli) 

ggt (Gli) 

98.48 % 

1.52 % 

3`UTR 

 450 CC 

CT 

TT 

55 (83.33%) 

9 (13.64%) 

2 (3.03%) 

C 

T 

90.15 % 

9.85 % 

497 AC 66 (100%) C 

A 

50% 

50% 

500 CC 

AC 

6 (9.10%) 

60 (90.90%) 

C 

A 

54.55% 

45.45% 
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Entre los polimorfismos identificados en el fragmento ORF del gen PRNP en 

ciervos, los polimorfismos silentes en los codones 50 y 60 se observaron únicamente en 

dos caprinos de Reino Unido, un animal con cada polimorfismo. Los polimorfismos con 

cambio aminoacídico en los codones 67 y 98 se observaron en los mismos animales, así 

como las mutaciones silentes en los codones 68 y 130. En el codón 77 se observó una 

mutación silente en 3 caprinos de Reino Unido, al igual que en el codón 136 que se 

observó mutación únicamente en 2 animales del mismo país. En el codón 88 se identificó 

una mutación con cambio aminoacidico en 4 animales de Reino Unido y en 12 de España, 

y en el codón 114 una mutación silente en 4 caprinos de Reino Unido y 2 de España. En 

el fragmento 3`UTR, 11 ciervos poseían mutación en la posición 450 (C→T), todos los 

animales mutación en la posición 497 (A→C), y finalmente, en la posición 500, 59 

caprinos presentaron la mutación A→C. 

 

Tabla 18: Frecuencia de los genotipos y alelos observados en el gen SPRN caprino.   

 

pb: pares de bases, A: adenina, C: citosina, G: guanina, T: timina, Pro: prolina, Ala: alanina, Arg: arginina, 

Del: deleción, Ins: inserción.  

 

 

 

 

 

Codón  Posición (pb) Genotipo Frecuencia Alelo Frecuencia  

ORF 

48 144 ccg/ccg 

ccg/cca 

cca/cca 

19 (76%) 

4 (16%) 

2 (8%) 

ccg (Pro) 

cca (Pro) 

84 % 

16 % 

59 177 gcg/gcg 

gcg/gcc 

gcc/gcc 

11 (44%) 

12 (48%) 

2 (8%) 

gcg (Ala) 

gcc (Ala) 

68 % 

32 % 

100 300 ccc/ccc 

ccc/cct 

cct/cct 

2 (8%) 

12 (48%) 

11 (44%) 

ccc (Pro) 

cct (Pro) 

32 % 

68 % 

145 433 cgg/cgg 

cgg/agg 

24 (96%) 

1 (4%) 

cgg (Arg) 

agg (Arg) 

98 % 

2 % 

3ÙTR 

 573  GG  

GA 

24 (96%) 

1 (4%) 

G 

A 

98 % 

2 % 

602  del/del 

ins/del 

ins/ins 

8 (32%) 

12 (48%) 

5 (20%) 

del. 

ins.CTCCC 

56 % 

44 % 
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En las cabras de la raza Alpina se identificaron cuatro mutaciones silentes en el 

fragmento OFR en los codones 48, 59, 100 y 145, así como en el fragmento 3`UTR una 

mutación en la posición 573 (G → A) y una inserción de CTCCC (Figura 20) en la 

posición 602_606 (Tabla 18). Las mutaciones en los codones 59 (gcg/gcc) y 100 (ccc/cct) 

se observaron en los mismos animales, y los caprinos portadores de la mutación en el 

codón 48, también portaban las mutaciones citadas anteriormente. Dos animales 

portadores del genotipo cca/caa en el codón 48 también poseían el genotipo gcc/gcc en el 

codón 59. 

 

Figura 20: Fragmento 3`UTR del gen SPNR. A: inserción de CTCCC en la posición 

602_606. B: deleción en la posición 602.  

 

 

 

5.3.2 Región promotora del gen PRNP 

 

 De las 65 muestras secuenciadas, en 33 no fue posible valorar toda la secuencia, 

debido a que se utilizó únicamente un cebador para secuenciación, en la dirección 

“Foward”, y la presencia de polimorfismos de inserción/deleción imposibilitó la lectura 

de la secuencia completa (Figura 21). Así diez animales presentaron un polimorfismo en 

A 

B 
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heterocigosis de Ins./Del. en la posición 2038_2039, 18 en la posición 2268 y 4 en la 

posición 2272. 

 

Figura 21: Polimorfismo indel en la posición 2038_2039pb. A: Ins./Ins. GC. B: Ins./Del. 

C: Del/Del. 

 

 

 

  En las 32 secuencias leídas por completo, 19 de ciervos de España y 13 de Reino 

Unido, se identificaron polimorfismos en las posiciones: 1911 (G→A), 1946 (G→C), 

2002 (G→A), 2038_2039 (ins.GC), 2042_2043 (ins. GC), 2052 (T→C), 2059 (G→C), 

2107 (C→G), 2227 (ins. A), 2272 (C→T), 2292 (G→A), 2305 (A→G) con distintas 

frecuencias (Tablas 19 y 20).  

A 

B 

C 
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Tabla 19: Frecuencia de genotipos y alelos observados en la región promotora del gen 

PRNP en 32 muestras de ciervo rojo. 

 

pb: pares de bases, A: adenina, C: citosina, G: guanina, T: timina, Pro: prolina, Ala: alanina, Arg: arginina, 

Del: deleción, Ins: inserción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posición (pb) Genotipo Frecuencia Alelo Frecuencia % 

1911 GG 

GA 

30 (93.75%) 

2 (6.25%) 

G 

A 

96.88 

3.12 

1946 GG 

CC 

GC 

16 (50%) 

15 (46.88%) 

1 (3.12%) 

G 

C 

51.56 

48.44 

2002 GG 

AA 

31(96.88%) 

1 (3.12%) 

G 

A 

96.88 

3.12 

2038-2039 Ins./Ins 

Del./Del 

31 (96.88%) 

1 (3.12%) 

Ins. GC 

Del. 

96.88 

3.12 

2042-2043 Ins./Ins 

Del./Del 

31 (96.88%) 

1 (3.12%) 

Ins. GC 

Del. 

96.88 

3.12 

2052 TT 

CC 

TC 

26 (81.25%) 

2 (6.25%) 

4 (12.50%) 

T 

C 

87.5 

12.5 

2059 GG 

CC 

25 (78.13%) 

7 (21.87%) 

G 

C 

78.13 

21.87 

2107 CC 

CG 

31 (96.88%) 

1 (3.12%) 

C 

G 

98.44 

1.56 

2227 Del./Del 

Ins./Ins 

31 (96.88%) 

1 (3.12%) 

Del. 

Ins. A 

96.88 

3.12 

2272 CC 

CT 

30 (93.75%) 

2 (6.25%) 

C 

T 

96.88 

3.12 

2292 GG 

AA 

GA 

27 (84.38%) 

2 (6.25%) 

3 (9.37%) 

G 

A 

89.06 

10.94 

2305 GG 

AA 

AG 

24 (75%) 

5 (15.63%) 

3 (9.37%) 

G 

A 

 

79.69 

20.31 
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Tabla 20: Genotipos y frecuencias observados en la región promotora del gen PRNP 

según el origen de los ciervos. 

 

pb: pares de bases, A: adenina, C: citosina, G: guanina, T: timina, Pro: prolina, Ala: alanina, Arg: arginina, 

Del: deleción, Ins: inserción. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Posición (pb) España Frecuencia Reino Unido Frecuencia 

1911 GG 19 (100%) GG 

GA 

11 (84.62%) 

2 (15.38%) 

1946 GG 

GC 

CC 

13 (68.42%) 

1 (5.26%) 

5 (26.32%) 

GG 

CC 

3 (23.08%) 

10 (76.92%) 

2002 GG 19 (100%) GG 

AA 

12 (92.31%) 

1 (7.69%) 

2038-2039 

(GC) 

Ins./Ins. 19 (100%) Ins./Ins. 

Del./Del. 

12 (92.31%) 

1 (7.69%) 

2042-2043 

(GC) 

Ins./Ins. 19 (100%) Ins./Ins. 

Del./Del. 

12 (92.31%) 

1 (7.69%) 

2052 TT 

CC 

17 (89.47%) 

2 (10.53%) 

TT 

TC 

9 (69.23%) 

4 (30.77%) 

2059 CC 

GG 

7 (36.84%) 

12 (63.16%) 

GG 13 (100%) 

2107 GG 

GC 

18 (94.74%) 

1 (5.26%) 

GG 13 (100%) 

2227 Ins./Ins. 

Del./Del. 

13 (68.42) 

6 (31.58%) 

Del./Del. 13 (100%) 

2272 CC 

CT 

17 (89.47%) 

2 (10.53%) 

CC 13 (100%) 

2292 GG 

AA 

17 (89.47%) 

2 (10.53%) 

GG 

GA 

10 (76.92%) 

3 (23.08%) 

2305 GG 

AA 

17 (89.47%) 

2 (10.53%) 

GG 

AA 

GA 

7 (53.84%) 

3 (23.08%) 

3 (23.08%) 
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5.4 DISCUSIÓN 

 

 El papel de la proteína Sho en la patogénesis de las EET fue sugerido por primera 

vez por Watts y colaboradores (2007), que observaron una reducción drástica de la 

proteína en encéfalos de ratones infectados con PrPSc. Posteriores estudios han 

demostrado que las mutaciones en el fragmento ORF del gen SPRN podrían ser un factor 

de potencial riesgo en la patogénesis de las EET. Así, Beck y colaboradores (2008) 

asociaron la aparición de la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob con una 

mutación en el gen SPRN. Concretamente, con una inserción de un par de bases en el 

codón 46 y otra mutación en el codón 7 (T7M) asociándolo a la aparición de casos 

esporádicos de la enfermedad. 

Considerando que se ha demostrado en humanos que la variación genética del gen 

SPRN se asocia con la aparición de enfermedades priónicas, es importante establecer si 

dicha asociación también ocurre en las enfermedades priónicas animales, principalmente 

en el scrapie en ovejas y cabras, y la enfermedad crónica caquectizante en los ciervos. 

Para esto, es útil explorar la extensión y el tipo de variación genética del fragmento ORF 

del gen SPRN en rumiantes. En ovejas, la región hidrofóbica homóloga a PrP de Sho es 

polimórfica y un polimorfismo indel detectado en esta región, que produce la 

inserción/deleción de dos residuos de alanina, se ha asociado con la susceptibilidad al 

scrapie clásico (Lampo et al., 2010). 

En un estudio realizado en Italia con cabras, se identificaron  polimorfismos en el 

gen SPRN caprino en los codones 48G→A, 59G→C, 61G→C, 100T→C, 145C→A y 

cuatro polimorfismos en el fragmento 3’UTR (posiciones 573G→A, 602_606insCTCCC, 

624G→T, 645G→T) (Pelleto et al., 2012). En nuestro estudio, los polimorfismos se han 

observado en los codones 48, 59, 100 y 145, así como las posiciones 573 (G → A), 

602_606ins.CTCCC y 645 (G → T) del fragmento 3`UTR, corroborando los resultados 

de Pelleto y colaboradores (2012) y también los observados por Stewart y colaboradores 

(2009), que en muestras de 135 caprinos de distintas razas y orígenes, describen las cuatro 

mutaciones silentes del presente estudio. Además, el polimorfismo indel 

(602_606ins.CTCCC), asociado por Pelleto y colaboradores (2012) con el scrapie clásico 

en cabras, se ha observado con una alta frecuencia alélica, 44%, y en homocigosis en el 

20% de los animales. 

Tampoco se conoce bien la influencia que los polimorfismos en el gen SPRN 

puedan tener sobre la susceptibilidad de los ciervos al CWD, pero en cualquier caso es 
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importante conocer la variabilidad genética de este gen en esta especie. En nuestro estudio 

se ha observado una mayor variabilidad genética que la descrita por Stewart et al. (2009). 

En su trabajo, se identificaron dos polimorfismos con cambio aminoacídicos (G29S and 

R45H) y cuatro mutaciones silentes (150C→G, 231G→A, 390G→C y 408C→T); en el 

presente trabajo además de las cuatro mutaciones silentes descritas su han detectado tres 

polimorfismos con cambio aminoácido en los codones 67, 88 y 98 y tres mutaciones 

silentes en los codones 60, 68 y 114. 

Diversos estudios describen que distintos polimorfismos en el gen PRNP en 

diferentes especies de mamíferos se asocian con la susceptibilidad a las EET, sin 

embargo, en el ganado vacuno, ningún de los polimorfismos conocidos dentro del 

fragmento OFR del gen posee una gran influencia en la susceptibilidad a la EEB. 

Curiosamente, en la región no codificadora del gen PRNP bovino, Sander y colaboradores 

(2004) revelaron una asociación entre la susceptibilidad a la EEB y un polimorfismo de 

inserción / deleción de 23 pb en la región promotora del gen y un polimorfismo indel de 

12 pb en la región Intron I.  

Tras esta observación, desde 2004 varios estudios se ha centrado en valorar las 

asociaciones entre polimorfismos en la región promotora del gen PRNP y la 

susceptibilidad y el tiempo de incubación de las EET en bovinos de distintos países como: 

en Alemania (Sander et al., 2004, Sander et al., 2005), en el Reino Unido (Juling et al., 

2006), en Polonia (Gurgul et al., 2012) y en China (Hu et al., 2013). Según Sander y 

colaboradores (2005) un polimorfismo de Del/Del de 23 pb en la región promotora 

elimina un sitio de unión para el factor de transcripción RP58 y un polimorfismo indel de 

12 pb en la región Intron I, elimina un sitio de unión para el factor de transcripción SP1. 

De esta manera, las variantes de inserción de cualquier de los elementos reguladores 

tienen el potencial de reducir los niveles de expresión de la proteína prión, 

proporcionando así una base biológica para la resistencia a la EEB en bovinos con 

polimorfismo de inserción en homocigosis (Juling et al., 2006). Diversos estudios con 

búfalos identificaron un mayor número de alelos de inserción en la región promotora e 

Intron I del gen PRNP, lo que podría justificar porque el búfalo parece ser más resistente 

a la EEB que los bóvidos (Zhao et al., 2015; Yaman et al., 2017). 

Haase y colaboradores (2007) describen resultados que corroboran los estudios 

citados anteriormente, sin embargo, también refieren que existen diferencias específicas 

de raza que deben tenerse en cuenta al analizar dichos datos. Además de que se ha 
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demostrado que polimorfismos en esta región influyen únicamente en la EEB clásica, no 

teniendo un efecto sobre la EEB atípica (Brunelle et al., 2007).  

En otras especies casi no hay estudios ni publicaciones sobre polimorfismos en la 

región promotora del gen PRNP. De esta manera, este estudio fue uno de los primeros  en 

valorar los polimorfismos en esta región en la especie del ciervo rojo (Cervus elaphus), 

observándose una gran variedad genética, describiéndose nueve polimorfismos de un solo 

nucleótido y tres polimorfismos indel.  

Los estudios de asociación genética con las EET son notoriamente difíciles debido 

a la dificultad de controlar factores como: los periodos de incubación, las distintas cepas, 

las infecciones subclínicas y la posible influencia genética del gen PRNP. Por lo tanto, 

no hay pruebas sustanciales que confirmen una asociación entre polimorfismos en el gen 

SPRN con la susceptibilidad a las EET animales, ni que no pueda modular otros aspectos 

de la enfermedad, como la patología o la infección subclínica. Así como tampoco hay 

estudios que comprueben que polimorfismos en la región promotora del gen PRNP  

puedan influir en la susceptibilidad a las encefalopatías espongiformes transmisibles de 

otras especies además de en los bóvidos. De esta manera es de suma importancia seguir 

estudiando posibles polimorfismos en el gen SPRN y en otras regiones del gen PRNP, 

con el objetivo de valorar si otros factores, además de los polimorfismos en el marco de 

lectura abierto del gen PRNP, pueden influir en la susceptibilidad a este grupo de 

enfermedades. 
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6. DISCUSIÓN GENERAL 

 

 

El agente causal del scrapie, de la EEB y de las demás EET, es una proteína 

anómala (PrPSc) que se forma mediante la conversión conformacional de una 

glicoproteína de superficie celular (PrPC) presente en el hospedador de forma natural. Esta 

conversión depende de la cadena de aminoácidos que componen la proteína, y por lo 

tanto, de la secuencia nucleotídica del gen responsable de codificarla: el gen PRNP 

(Hunter, 1997). Así, la presencia de determinados polimorfismos en el marco de lectura 

de dicho gen pueden dar lugar a un cambio aminoacídico en dominios críticos de la PrPC, 

pudiendo influir de esta manera en la conversión a la isoforma patógena, dificultando o 

favoreciendo el cambio conformacional (Bossers et al., 1997). Diversos estudios han 

demostrado que el gen PRNP ovino influye en la susceptibilidad al scrapie en la especie 

ovina, además de que también puede tener efecto en la patogenia de la enfermedad. 

Con la identificación del primer caso de EEB en cabra (Eliot et al., 2005) se 

trabajó activamente en adoptar medidas de prevención contra la enfermedad en la especie 

caprina, y en ellas la búsqueda de polimorfismos en el gen PRNP que pudiesen estar 

asociados con la susceptibilidad a las EET. Estudios realizados con cabras de distintos 

países demuestran evidencias de que la presencia del alelo K222 confiere resistencia 

frente al scrapie (Vaccari et al., 2006; Acuttis et al., 2006; Barillet et al., 2009; Bouzalas 

et al., 2010; Acutis et al., 2012) y la frente a la EEB (Aguilar-Calvo et al., 2014) en esta 

especie. En el estudio I del presente trabajo se inocularon cabras de distintos genotipos 

para el codón 222, animales homocigotos glutamina (Q222Q) y homocigotos lisina 

(K222K), con EEB bovina; además de dos caprinos portadores de los polimorfismos 

Q222Q y Q222K, y heterocigotos glicina/serina en el codón 127, inoculados con EEB 

caprina. Todos los caprinos murieron a causa de la enfermedad, aunque no obstante con 

periodos de incubación distintos en función del genotipo para este codón. Este hallazgo, 

también fue descrito por Lacroux y colaboradores (2014), pero para la enfermedad de 

scrapie y mediante inoculación intracerebral. En nuestro trabajo, los animales con 

serina/glicina en el codón 127 presentaron los mayores periodos incubación, lo que 

sugiere que ese polimorfismo podría jugar un papel protector frente a la EEB caprina. No 

obstante, Goldmann et al. (2011) sugieren que el polimorfismo S127 tiene el efecto de 

retrasar la clínica en el scrapie o prolongar del período de incubación en esta misma 



116 
 

enfermedad, pero no un efecto protector sobre la enfermedad en sí, como también han 

descrito Dassanayake y colaboradores (2015).   

En el SNC de las cabras el depósito de PrPSc se caracterizó por un inmunomarcaje 

intracelular importante, tanto en neuronas como en células de la microglia y también se 

pudo apreciar un depósito moderado de PrPSc en el neuropilo. Los depósitos 

subependimal y subpial, en general, fueron leves y variables, no detectándose en todos 

los animales. Sin embargo, los depósitos estrellado y lineal mostraron el mismo 

comportamiento que en estudios anteriores de EEB en pequeños rumiantes, sobre todo el 

marcaje lineal en la sustancia negra del mesencéfalo (Gonzalez et al., 2005; Jeffrey et al., 

2006; Dustan et al., 2008). En tejidos y órganos, mediante el análisis por IHQ y ELISA, 

se observó distribución de la PrPSc en el SLR de casi todos los animales, a excepción del 

animal Q222Q/G127S; así como en neuronas del plexo mioenterico del sistema nervioso 

periférico del intestino de algunos caprinos analizados. En el caprino Q222K/G127S 

inoculado con EEB caprina, se identificó PrPSc en husos y fascículos nerviosos del 

musculo tríceps braquial, siendo el músculo uno de los principales tejidos que forman 

parte de la cadena alimentaria del ser humano. Como complemento a este trabajo, se está 

llevando a cabo un estudio de bioensayo en ratones transgénicos con el fin de comprobar 

la infectividad de todos los tejidos recogidos en el presente experimento. 

Mediante el uso de diferentes anticuerpos por inmunohistoquímica (IHQ) y 

Western Blot, es posible diferenciar la EEB bovina del scrapie en ovejas. En este trabajo, 

el uso del anticuerpo C- terminal P4 en la IHQ ha mostrado una tinción intraneuronal muy 

leve y difusa en muestras de sistema nervioso central. Estudios previos (Jeffrey et al., 

2003; Martin et al., 2005; Jeffrey et al., 2006) describen la ausencia de un marcaje 

intraneuronal con el mismo anticuerpo. Con la técnica de Western Blot, también 

utilizando el anticuerpo P4, se ha observado marcaje de la PrPSc, como ocurre en el scrapie 

y no en la EEB bovina (Stack et al., 2002; Thuring et al., 2004; Martin et al., 2005). Esto 

sugiere que el agente de la EEB ha podido ir adoptando características diferentes al de la 

cepa original en la especie bovina y a su vez similares al del scrapie. Estos datos indican 

que el uso de las técnicas de diagnóstico con distintos anticuerpos se puede utilizar como 

un método para distinguir los casos de EEB y de scrapie. 

La posibilidad de que determinados genotipos en el gen PRNP influyan en la 

susceptibilidad a las EET en cabras, motivó la realización del estudio II, en el que se 

llevó a cabo un análisis del gen PRNP de la raza caprina autóctona española Moncaína. 

En este estudio se analizaron las frecuencias alélicas del gen PRNP en la raza con el fin 
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de encontrar animales portadores de polimorfismos resistentes y proponer un programa 

de cría de los mismos, aumentando así la resistencia de rebaños frente a las EET. Se 

analizaron 1.721 muestras de ADN y los resultados demostraron la presencia del alelo 

Q211 con una frecuencia del 15%, además de encontrar 15 animales heterocigotos 

Q/K222 y un homocigoto K/K222, todos ellos en el mismo rebaño. Por último, se 

encontró un animal portador del polimorfismo Q171R, descrito únicamente en un estudio 

(Bouzalas et al., 2010). El polimorfismo S127, observado en dos caprinos del estudio I, 

no se identificó en ningún animal, a pesar de que ha sido anteriormente descrito en la raza 

Moncaína (Acin et al., 2013). 

En la mayor parte de las especies afectadas por las enfermedades priónicas, la 

susceptibilidad y la patogénesis están moduladas por el gen PRNP, no obstante, por 

ejemplo, no todas las ovejas con el mismo genotipo en el gen PRNP son igualmente 

susceptibles o desarrollan la patología de la misma manera (Goldmann, 2008), lo que 

sugiere la participación de otros genes. Por ello se realizó el estudio III con el objetivo 

de valorar posibles polimorfismos que pudieran estar presentes en el gen SPRN en 

muestras de ciervos de la especie ciervo rojo (Cervus elaphus) y de cabras de la raza 

Alpina. El motivo es que, polimorfismos de inserción/deleción en la región promotora del 

gen PRNP se han descrito como factores influyentes en la susceptibilidad a la EEB en la 

especie bovina (Sander et al., 2004; Sander et al., 2005). 

En el gen SPRN de las cabras, se observaron polimorfismos en los codones 48, 

59, 100 y 145, así como las posiciones 573 (G → A), 602_606ins.CTCCC y 645 (G → 

T) del fragmento 3`UTR, corroborando con los resultados de Pelleto et al. (2012) y 

también con los observados por Stewart et al. (2009). En ciervos, no se conoce bien la 

influencia de los polimorfismos en el gen SPRN, no obstante, se observó una alta 

variabilidad genética en la especie, con siete mutaciones silentes, cuatro también descritas 

por Stewart et al. (2009) y tres polimorfismos con cambio aminoácido en los codones 67, 

88 y 98. En la región promotora del gen PRNP en la especie bovina, diversos estudios 

describen la influencia del polimorfismo de deleción de 23pb (Sander et al., 2004; Sander 

et al., 2005; Juling et al., 2006; Gurgul et al., 2012; Hu et al., 2013).  En otras especies 

casi no se dispone de datos sobre los polimorfismos en la región promotora del gen PRNP. 

De esta manera, este estudio fue uno de los primeros a en valorar los polimorfismos en 

esta región en la especie del ciervo rojo (Cervus elaphus), observándose una gran variedad 

genética, y describiéndose nueve polimorfismos de un solo nucleótido y tres 

polimorfismos indel. 
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Los estudios de asociación genética con las EET son notoriamente difíciles debido 

a la dificultad de controlar factores como los periodos de incubación, las distintas cepas, 

las infecciones subclínicas y la posible influencia genética del gene PRNP. De esta 

manera es de suma importancia seguir estudiando posibles polimorfismos en el gen SPRN 

y en otras regiones del gen PRNP, con el objetivo de valorar si otros factores, además de 

los polimorfismos en el marco de lectura abierto del gen PRNP, pueden influir en la 

susceptibilidad a este grupo de enfermedades. 
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7. CONCLUSIONES 

 

1. En la especie caprina, el polimorfismo (Q K) en el codón 222 del gen PRNP 

prolonga el periodo de incubación de la EEB bovina la tras inoculación 

intracerebral, lo que indica que este polimorfismo confiere una resistencia parcial 

a la EEB.  

2. El polimorfismo (GS) en el codón 127 confiere una prolongación del periodo 

de incubación en caprinos inoculados intracerebralmente con EEB caprina, siendo 

éste superior que para el polimorfismo (QK) del codón 222.  

3. El patrón de depósito de la PrPSc en las cabras K222K inoculado con EEB bovina 

sugiere una diseminación hematógena de la proteína prión. 

4. La distribución de la PrPSc en el organismo de los animales, tras la inoculación 

intracerebral, se realiza de forma centrífuga, detectándose la proteína prión en 

órganos linfoides y otros órganos no nerviosos  

5. La presencia de PrPSc en los husos y fascículos nerviosos del músculo se hizo 

patente en las cabras inoculadas con la EEB caprina, demostrándose una 

adaptación de la cepa a la especie y suponiendo un riesgo para la seguridad 

alimentaria. 

6. La raza caprina española Moncaína posee una alta variabilidad del gen PRNP, con 

presencia de polimorfismos resistentes a scrapie y EEB (R154H, R211Q y 

Q222K) y por tanto puede ser considerada como una buena reproductora para 

seleccionar animales resistentes a las EET. 

7. Las cabras de la raza Alpina presentaron un polimorfismo indel en el gen SPRN 

considerado como favorecedor de la susceptibilidad al scrapie. 

8. La alta variedad genética observada en el gen SPRN y en la región promotora del 

gen PRNP en la especie Cervus Elaphus demuestra la posibilidad de que puedan 

ser un factor de influencia sobre la susceptibilidad a la enfermedad crónica  

caquectizanteen esta especie. 
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7.1 CONCLUSIONS 

 

1. In goats, the polimorfism (QK) at codon 222 of the PRNP gene extends the 

incubation period of bovine BSE after intracerebral challenge, what means this 

polymorphism confers partial resistance to BSE. 

2. The polymorphism (GS) at codon 127 extends the incubation period in goats 

inoculated intracerebrally with caprine BSE, being longer than for the 

polymorphism (QK) for codon 222. 

3. The phenotype of the PrPSc in the K222K goats inoculated with bovine BSE 

suggests a hematogenous spread of the prion protein pathogenesis. 

4. The organic distribution of PrPSc after intracerebral inoculation was distributed in 

a centrifugal way, detecting the prion protein in lymphoid and other non-neural 

tissues. 

5. The presence of PrPSc in the nervous spindles and nerve fascicles of the muscle 

was evident in the goats inoculated with caprine BSE, demonstrating an 

adaptation of the strain to the species and posing a possible risk to food safety. 

6. The native Spanish goat breed Moncaína has a high variability of the PRNP gene, 

with the presence of resistant polymorphisms against scrapie and BSE (R154H, 

R211Q and Q222K) and therefore it can be considered as a good breeder to select 

TSE-resistant animals. 

7. The Alpina breed presented an indel polymorphism in the SPRN gene considered 

as increasing susceptibility to scrapie. 

8. The high genetic variety observed in the SPRN gene and in the promoter region 

of the PRNP gene in the Cervus Elaphus species demonstrates the possibility that 

they could be a factor of influence on the susceptibility or resistance to Chronic 

wasting disease in this species. 
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8. RESUMEN 

 

Las encefalopatías espongiformes trasmisibles afectan tanto a la especie humana 

como a los animales, y se caracterizan por un largo período de incubación y lesiones 

neurodegenerativas que conducen a la muerte del individuo. Estas enfermedades están 

causadas por el acumulo de una proteína anómala (PrPSc), sobre todo en el SNC, que se 

genera mediante la conversión conformacional de una glicoproteína de superficie celular 

(PrPC) que está presente en el hospedador de forma natural. La PrPSc es capaz de inducir 

la transformación de la PrPC en PrPSc, y esta conversión depende de la cadena de 

aminoácidos que componen la proteína, y por ello de la secuencia nucleotídica del gen 

que la codifica, el PRNP. De esta manera, la presencia de determinados polimorfismos 

en el marco de lectura abierto de este gen puede dar lugar a un cambio aminoacídico en 

dominios críticos de la PrPC, pudiendo influir en la conversión a la PrPSc. Sin embargo, 

no todos los animales con el mismo genotipo en el gen PRNP son igualmente susceptibles 

o desarrollan la patología de la misma manera, lo que puede sugerir la participación de 

otros genes. 

Debido a la demostrada influencia de los factores genéticos sobre las EET, en esta 

tesis se realizaron tres estudios con el objetivo común de contribuir a un mejor 

conocimiento de los aspectos genéticos en las encefalopatías espongiformes transmisibles 

en rumiantes y por lo tanto de su patogenia. 

La influencia del gen PRNP se ha estudiado ampliamente en la especie ovina, pero 

tras el diagnóstico de una cabra infectada de forma natural con EEB, se implementaron 

los estudios en la especie caprina. De esta manera, un gran número de cabras europeas 

fueron genotipadas y se encontraron determinados polimorfismos que podrían ser útiles 

a la hora de elaborar un programa de selección genética similar al del ovino. El análisis 

de este gen ha dado lugar a la descripción de más de 40 mutaciones que suponen un 

cambio aminoacídico y de 17 mutaciones silentes en esta especie. Además, diversos 

estudios realizados en cabras infectadas de forma natural y experimentalmente con el 

agente del scrapie han demostrado la capacidad de determinados polimorfismos para 

modular la susceptibilidad o resistencia de sus portadores a padecer la enfermedad. En el 

caso de la EEB, pocos estudios han abordado la resistencia genética en cabras. Algunos 

estudios de transmisión oral de EEB a cabras portadoras de las mutaciones R211Q y 

Q222K, revelan que mientras el primer polimorfismo extiende el período de incubación, 

solo el alelo K222 parece tener un efecto protector. Este hecho convierte al polimorfismo 
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Q222K en uno de los principales candidatos para establecer un programa de mejora 

genética para erradicar las EET en cabras. Por ello, se realizó un primer estudio (Estudio 

I), en el cual se inoculó el agente de la EEB bovina por vía intracerebral a cabras 

portadoras de diferentes mutaciones en el codón 222, homocigotas glutamina y 

homocigotas lisina y dos animales inoculados con EEB caprina (segundo pase en cabra), 

uno Q222Q y otro heterocigoto Q222K, también portadores del polimorfismo G127S. 

Independientemente del genotipo en el codón 222, la presencia de PrPSc en el sistema 

nervioso central fue similar en todos los animales, a excepción del inoculado con EEB 

bovina de genotipo K222K, que no presento PrPSc en corteza frontal y ganglios basales 

mediante ELISA y casi insignificante positividad mediante IHQ, lo que sugiere que en 

este animal el punto de inoculación intracerebral fue distinto al de los otros caprinos. En 

el sistema linforreticular, el genotipo de los animales tampoco influyó en el depósito de 

PrPSc, que no se detectó unicamente en un caprino inoculado con EEB caprina. En sistema 

nervioso periférico, el prion se identificó en las neuronas del plexo mioenterico del 

intestino así como en el musculo tríceps braquial, en husos y fascículos nerviosos, del 

animal Q222K/G127S inoculado con EEB caprina.  En cuanto a la caracterización del 

agente causal, la técnica de inmunohistoquímica reveló que posee características 

similares a las del agente de la EEB bovina, caracterizado por un punteado muy leve, fino 

y difuso intraneuronal con el anticuerpo P4 y una señal más baja con el mismo anticuerpo, 

mediante la técnica de Western Blot.  

Con el objetivo de conocer la frecuencia alélica de los polimorfismos resistentes 

en la población de cabras autóctonas españolas, se realizó un estudio de genotipado con 

muestras de 1721 animales de la raza Moncaina (Estudio II). Se observó una alta 

variabilidad genética y se identificó la presencia de algunos polimorfismos descritos por 

otros estudios como resistentes a las EET, como los polimorfismos R211Q y Q222K. Sin 

embargo, las frecuencias de estos haplotipos fueron relativamente bajas, lo que demostró 

la necesidad de mantener y reproducir los animales para aumentar la frecuencia y 

consecuente resistencia genética de los rebaños.  

En la mayor parte de las especies afectadas por las enfermedades priónicas, la 

susceptibilidad y la patogénesis son moduladas por el gen PRNP. En los animales de las 

especies ovina y caprina, el control de la enfermedad está ligado de manera compleja a 

genotipos específicos. Sin embargo, no todos los animales con el mismo genotipo en el 

gen PRNP son igualmente susceptibles o desarrollan la patología de la misma manera, lo 

que puede sugerir la participación de otros genes. Por este motivo, en el último estudio 
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(Estudio III) se realizó un análisis de los polimorfismos identificados en el gen SPRN en 

ciervos de la especie ciervo rojo (cervus elaphus) y cabras de la Raza Alpina, y en la 

región promotora del gen PRNP en muestras de ciervos. No se conoce bien la influencia 

de los polimorfismos en el gen SPRN en ciervos y de los datos que se desprenden de este 

estudio se observó una alta variabilidad genética, con la presencia de tres polimorfismos 

con cambio aminoácido y siete mutaciones silentes en el marco de lectura abierto y tres 

mutaciones en el fragmento 3`UTR. En los caprinos se observó cuatro mutaciones silentes 

en el fragmento ORF y dos en el 3`UTR, incluyendo un polimorfismo indel 

(602_606ins.CTCCC) anteriormente relacionado con la susceptibilidad al scrapie clásico. 

En la región promotora del gen PRNP en ciervos también se observó una gran variedad 

de polimorfismos, nueve de un solo nucleótido y tres de inserción/deleción. 

Los tres estudios desarrollados en la tesis doctoral cumplieron con los objetivos 

propuestos, contribuyendo ampliar el conocimiento de los factores genéticos que influyen 

en las encefalopatías espongiformes transmisibles que afectan a los rumiantes. 
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8.1 SUMMARY 

 

Transmissible spongiform encephalopathies (TSEs) affect both human and 

animals, and are characterized by a long incubation period and neurodegenerative lesions 

that lead to the death of the individual. These diseases are caused by the accumulation of 

an abnormal protein (PrPSc), especially in the central nervous system (CNS), which is 

generated by the conformational conversion of a cell surface glycoprotein (PrPC) present 

in the host naturally. PrPSc is able to induce the transformation of PrPC into PrPSc, and this 

conversion depends on the chain of amino acids defining the protein, and therefore, on 

the nucleotide sequence of the gene responsible for encoding it, PRNP. Therefore, the 

presence of certain polymorphisms in the open reading frame of this gene may result in 

an amino acid change in critical domains of PrPC, which may influence the conversion to 

PrPSc. However, not all animals with the same genotype for the PRNP gene are equally 

susceptible or develop the pathology in the same way, which may suggest the 

participation of other genes. 

Due to the demonstrated influence of genetic factors on TSEs, three studies were 

carried out in this thesis with the common objective of contributing to the knowledge of 

genetic aspects, and their relationship with pathogenesis, in transmissible spongiform 

encephalopathies in ruminants. 

The influence of the PRNP gene has been studied extensively in the ovine species, 

however, after the diagnosis of a goat naturally infected with BSE, the studies in the goat 

species were implemented. In this way, a large number of European goats were genotyped 

and certain polymorphisms that could be useful when developing a genetic selection 

program similar to that of sheep were found. The analysis of this gene has led to the 

description of more than 40 mutations involving an amino acid change and 17 silent 

mutations in this species. In addition, several studies in goats naturally and experimentally 

infected by scrapie have demonstrated the ability of certain polymorphisms to modulate 

the susceptibility or resistance of their carriers to the disease. In the case of BSE, few 

studies have addressed the genetic resistance in goats. Some studies of oral transmission 

of BSE to goats carrying the mutations R211Q and Q222K, have revealed that while the 

first polymorphism extends the incubation period, only the K222 allele seems to have a 

protective effect. This fact makes the Q222K polymorphism one of the main candidates 

to establish a breeding program to eradicate TSEs in goats. Therefore, a first study was 

conducted, in which the bovine BSE agent was inoculated intracerebrally in goats 
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carrying different mutations in codon 222, homozygous glutamine and homozygous 

lysine. This study also included two animals inoculated with goat BSE (second passage 

of bovine BSE in goat), one Q222Q and another heterozygote Q222K, also carriers of the 

G127S polymorphism. Regardless of the genotype at codon 222, the presence of PrPSc in 

the CNS was similar in all animals, except for the K222K one inoculated with bovine 

BSE, which did not present PrPSc in frontal cortex and corpus striatum by ELISA and 

almost insignificant positivity by IHC, which suggests that in this animal the point of 

intracerebral inoculation was different from that of the other goats. In the lymphoreticular 

system, the genotype of the animals did not influence the deposit of PrPSc, which only 

was not detected in a goat inoculated with caprine BSE. In the peripheral nervous system, 

the prion was identified in the neurons of the myenteric plexus of the intestine as well as 

in the triceps brachial muscle, in spindles and nervous fascicles, of the animal Q222K / 

G127S inoculated with caprine BSE. Regarding the characterization of the agent, the IHC 

technique revealed that caprine BSE has similar characteristics to those of the bovine BSE 

agent, characterized by a very light, fine and diffuse intraneuronal punctate with the P4 

antibody; and a lower signal with the same antibody, using the WB technique.  

In order to assess the allelic frequency of resistant polymorphisms in the 

population of native Spanish goats, a genotyping study was performed with goat samples 

from 1721 animals of the Moncaína breed (second study). A high genetic variability was 

observed and the presence of some TSE resistant polymorphisms described by other 

studies as was identified, such as the R211Q and Q222K polymorphisms. However, the 

frequencies of these haplotypes are relatively low, which demonstrates the need to 

maintain and reproduce the animals to increase the frequency and consequent genetic 

resistance of the herds.  

In most of the species affected by prion diseases, susceptibility and pathogenesis 

are modulated by the PRNP gene. In ovine and caprine species, the control of the disease 

is linked in a complex way to specific genotypes. However, not all animals with the same 

genotype in the PRNP gene are equally susceptible or develop the pathology in the same 

way, which may suggest the participation of other genes. For this reason, in the last study 

(third study) an analysis of the polymorphisms identified in the SPRN gene was carried 

out in red deer species (Cervus elaphus) and goats of the Alpine breed, and in the 

promoter region of the PRNP gene in deer samples. The influence of the polymorphisms 

in the SPRN gene in deer is not well known, however, a high genetic variability was 

observed, with the presence of three polymorphisms with amino acid change and seven 
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silent mutations in the open reading frame and three mutations in the fragment 3`UTR. In 

goats, four silent mutations were observed in the ORF fragment and two in the 3`UTR, 

including an indel polymorphism (602_606ins.CTCCC) previously related to 

susceptibility to classical scrapie. In the promoter region of the PRNP gene in deer we 

also observed a great variety of polymorphisms, nine of a single nucleotide and three of 

insertion / deletion. 

The three studies developed in the doctoral thesis reach the proposed objectives, 

increasing the knowledge of the genetic factors that influence the transmissible 

spongiform encephalopathies affecting ruminants. 
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9. ANEXOS 

 

ANEXO 1 - Protocolo de procesado de tejidos y elaboración de cortes histológicos 

 

- Fijación y tallado 

1. Introducir la muestra en formol tamponado al 10% en volumen suficiente para que ésta 

flote libremente en el líquido fijador durante 24 horas. 

2. Tallar en una cabina de bioseguridad secciones de aproximadamente 2-3 mm de grosor. 

3. Introducir las secciones en casetes y dejarlos fijar en formol tamponado al 10% durante 

otras 24 horas. 

 

- Procesado del tejido 

Deshidratar e incluir el tejido en parafina. A continuación se muestra el protocolo de 

rutina en el inclusor automático al vacío TP 1050: 

 

Reactivo Tiempo Ambiente 

Formol 10% 10 min. Ambiente 

Alcohol 70º 2 h Ambiente 

Alcohol 70º 2 h Ambiente 

Alcohol 96º 1 h Ambiente 

Alcohol 96º 1 h Ambiente 

Alcohol 100º 1 h Ambiente 

Alcohol 100º 2 h Ambiente 

Alcohol 100º 2 h Ambiente 

Xileno 1 ½ h Ambiente 

Xileno 1 ½ h Ambiente 

Parafina 1 ½ h 56-60ºC 

Parafina 1 ½ h 56-60ºC 

Parafina 1 ½ h 56-60ºC 

 

Montado de los bloques en la consola de parafina: 

1. Dejar los bloques en la parafina líquida de la consola durante un mínimo de 30’. 

2. Abrir los casetes y colocar el tejido en un molde lleno de parafina líquida. 

3. Dejar solidificar la parafina a temperatura ambiente sobre una placa fría, formándose 

así un bloque sólido con el tejido en su interior. 

4. Desbastar el bloque de parafina mediante cortes de 15 μm hasta que todo el tejido esté 

representado en la superficie de corte. 
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5. Enfriar los bloques durante aproximadamente 2 horas (4ºC) para facilitar el corte 

posterior. 

6. Realizar cortes de 4 μm. 

7. Depositar las secciones en un baño termostático a aproximadamente 45ºC, de modo 

que los cortes floten y se estiren, evitando la presencia de arrugas en los mismos. 

8. Recoger las secciones con portaobjetos tratados con xilol (starfrost). 

9. Secar los porta objetos a 56ºC durante 30’ o a 37ºC durante 12 horas. 
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ANEXO 2 - Protocolo de tinción con Hematoxilina-Eosina 

 

- Desparafinado 

Se realizan una serie de inmersiones en los siguientes reactivos: 

1. Xilol: 4’ 

2. Xilol: 4’ 

3. Alcohol 100º: 4’ 

4. Alcohol 100º: 4’ 

5. Alcohol 96º: 1’ 

6. Alcohol 70º: 1’ 

7. Agua corriente: 1’ 

 

- Tinción 

Se realizan una serie de inmersiones en los siguientes reactivos: 

1. Hematoxilina: 5’ 

2. Agua corriente: 1’ 

3. Alcohol ácido: 2’ 

4. Eosina: 2’ 

 

- Deshidratación y montaje 

1. Alcohol 100º: 1’ 

2. Alcohol 100º: 1’ 

3. Xilol: 1’ 

4. Xilol: 5’ 

5. Montar en Dibutylphtalate Poliestireno Xileno (DPX) 
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ANEXO 3 - Técnica de inmunohistoquímica para la detección de PrPSc con los 

anticuerpos L42 y P4. 

 

- Desparafinado 

1. Xilol: 5’ (x2) 

2. Etanol 99º: 5’ (x2) 

3. Etanol 96º: 3’ 

4. Etanol 70º: 3’’ 

5. Pasar las preparaciones a agua destilada. 

 

- Desenmascarado de epítopos 

1. Inmersión de las secciones en ácido fórmico (98%): 15’ 

2. Lavar 10’ en agua corriente. 

3. Pasar a agua destilada. 

4. Digestión con proteinasa K: 4 g/ml, 15’ a 37ºC. 

5. Tratamiento con calor: PTlink 20’ a 96ºC. 

 

- Inmunodetección 

1. Cubrir las muestras con solución de peroxidasa (kit Envision-DAB.DAKO, 

Dinamarca) durante 5’ para bloquear la peroxidasa endógena. 

2. Incubación con el anticuerpo primario anti-PrP (las IHQ han sido realizadas por 

duplicado con distintos anticuerpos):  

L42 1/500 30’ 

P4 1/160 30’ 

3. Lavado en wash buffer 10x (tween 20 al 0.1% en agua destilada) 3x durante 5’. 

4. Incubación con el anticuerpo secundario “goat anti-mouse” kit Envision DAB durante 

30’ a RT. 

5. Lavado con wash buffer durante 5’(x3). 

6. Incubación con el cromógeno DAB plus del kit Envision DAB de DAKO 10’. 

7. Lavado con agua destilada durante 15’ (x3). 

8. Tinción con hematoxilina durante 30’’. 

9. Lavar con agua destilada. 
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- Deshidratación y montaje 

1. Alcohol 70º: inmersión (x3) 

2. Alcohol 96º: inmersión (x3) 

3. Alcohol 100º: inmersión (x3) 

4. Alcohol 100º: inmersión (x3) 

5. Xilol: inmersión (x3) 

6. Xilol: inmersión 5’ 

7. Montar en DPX 
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ANEXO 4 - Protocolo de extracción de ADN a partir de sangre 

 

Para realizar la extracción del ácido desoxirribonucleico (ADN) se utilizará el kit de 

QIAGEN® (QIAamp 96 Blood Kit), destinado a la extracción a partir de sangre. 

 

- Lisis celular 

1. Añadir 200 μl de la sangre a un eppendorf de 2 ml. 

2. Añadir 200 μl de tampón AL y 50 μl de pK, y homogeneizar durante 15’’. 

3. Incubar a 56ºC durante 10 minutos en el termoblock. 

Una vez se ha realizado la lisis celular, se añade 200 μl de etanol 100% y se mezcla 

durante 15’’. 

 

- Recuperación del ADN precipitado en la columna y lavados 

1. Transferir toda la muestra a una columna “DNeasy spin” que se encuentra en un tubo 

colector de 2 ml. 

2. Centrifugar a 6.000g durante 1 minuto. Eliminar lo recogido en el tubo colector y 

colocar la columna en uno nuevo. 

3. Añadir 500 μl de buffer de lavado AW1 y centrifugar a 6.000g durante 1 minuto. 

Eliminar lo recogido en el tubo colector y colocar la columna en uno nuevo. 

4. Añadir 500 μl de buffer de lavado AW2 y centrifugar a 15.000g durante 

3 minutos. Eliminar lo recogido en el tubo colector y colocar la columna en un eppendorf 

esterilizado. 

 

- Recuperación del ADN 

1. Añadir 200 μl de buffer AE e incubar 5 minutos a temperatura ambiente. 

2. Centrifugar a 6.000g durante 1 minuto. 

3. Recoger el filtrado y volver a ponerlo en la columna. Centrifugar de nuevo a 6.000g 

durante 1 minuto. 

4. Recuperar el filtrado y congelar. 

 

 

 

 

 



147 
 

ANEXO 5 -Protocolo de amplificación y secuenciación del marco de lectura abierto 

del gen PRNP 

 

Para llevar a cabo la amplificación del marco de lectura abierto del gen PRNP se utilizará 

la técnica de la PCR basada en estudios anteriores (Acutis et al., 2006), con una serie de 

modificaciones que se detallan a continuación. 

 

- Preparación de la mezcla para la reacción de PCR 

Se utilizarán los reactivos del kit de PCR de QIAGEN®. La cantidad de cada reactivo se 

multiplicará por el número de muestras a amplificar, añadiendo a este número dos más 

para los controles negativos. 

Reactivo Cantidad Concentración 

Tampón 10x 5 μl 10x 

QSolution 10 μl 5x 

Cebador FWD 2,5 μl 1/20 

Cebador REV 2,5 μl 1/20 

dNTPs (A,C,G,T) 1 μl 10 mM 

Taq DNA polimerasa 0,6 μl 5 U.I./μl 

H2O ultrapura18M 26,4 μl - 

Los cebadores variarán según a qué especie animal pertenezcan las muestras a amplificar: 

- Cabras: 

1. PrP 8 (fwd): (5’-CAGGTTAACGATGGTGAAAAGCCACATAGG-3’) 

2. PrP 9 (rev): (5’-GGAATTCTATCCTACTATGAGAAAAATGAGG- 3’) 

A continuación se dispensan en cada pocillo de la placa del kit 2 μl de solución de ADN 

y 48 μl de mezcla, disponiéndose así de un volumen total de PCR de 50 μl. Se dispensará 

también la muestra en dos pocillos sin ADN que servirán como controles negativos. 

 

- Reacción de PCR 

Se sella la placa para evitar la evaporación de las muestras y se introduce en el 

Termociclador, el cual se programará con los siguientes ciclos: 

Temperatura Tiempo Ciclos 

94ºC 5 minutos 1 

94ºC 60 segundos  

40X 58ºC 90 segundos 

72ºC 60 segundos 

72ºC 7 minutos 1 

4ºC O.N. 1 
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- Electroforesis en gel de agarosa 

Una vez se complete el programa de PCR, se llevará a cabo una electroforesis para 

comprobar que se ha amplificado el gen correctamente. En primer lugar se preparará el 

gel siguiendo los siguientes pasos: 

1. Mezclar en un matraz de 1 g de agarosa y 50 ml de TBE 1x. 

2. Calentar la mezcla hasta ebullición y añadir 5 μl de Gel Green® Nucleic Acid Gel Stain 

(Biotium®). 

3. Verter en la cubeta de electroforesis, colocar el peine y dejar enfriar. 

A continuación se cargará el gel y se realizará la electroforesis: 

1. Cargar 8 μl de producto amplificado y 2 μl de azul de bromofenol. 

2. Cargar 1 μl de marcador molecular de 1 Kb en el extremo del gel. 

3. Realizar la electroforesis a 100V durante 10 minutos. 

Una vez terminada la PCR, se comprobará la correcta amplificación del gen PRNP 

mediante la visualización del gel con un analizador de imagen con luz ultravioleta, 

utilizando el software Quantity One®. 

 

- Purificación del ADN 

1. Añadir los productos de PCR (42 μl) a los pocillos de una placa de filtros Millipore®. 

2. Acoplar la placa de filtros a la bomba de vacío “vacuum minifold” de 24 pulgadas Hg 

de presión durante 3 minutos. 

3. Añadir 40 μl de agua pura, tapar la placa y colocar en agitación durante 45 minutos. 

Una vez el ADN amplificado esté purificado, se enviará a secuenciar junto con los 

cebadores correspondientes al Servicio de Secuenciación y Genómica Funcional, 

perteneciente al Servicio General de Apoyo a la Investigación de la Universidad de 

Zaragoza. 
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ANEXO 6 - Protocolo de amplificación y secuenciación del marco de lectura abierto 

del gen SPRN. 

 

Para llevar a cabo la amplificación del marco de lectura abierto del gen SPRN se utilizará 

la técnica de la PCR con los reactivos: 

Reactivo Cantidad Concentración 

Cebador FWD 0.2 μl 100µmolar 

Cebador REV 0.2 μl 100µmolar 

Master Mix AmpliTaq Gold® 360 25 μl - 

360 GC Enhancer 10 μl - 

H2O destilada esterilizada 12,6 μl - 

 

- Preparación de la mezcla para la reacción de PCR 

La cantidad de cada reactivo se multiplicará por el número de muestras a amplificar, 

añadiendo a este número dos más para los controles negativos. 

Los cebadores variarán según a qué especie animal pertenezcan las muestras a amplificar: 

- Ciervos: fwd: 5` - AACTGGGCGGCCGCCGTGTGC - 3`  

     rev: 5` - GGCTGGGTAGCCTCTAAGGTGGC - 3` 

- Cabras: fwd: 5`- AACTGGGCGGCCGCCGTGTGC - 3`  

    rev: 5`- CAGGAGGTGTCACAGCTTCAGGG - 3` 

A continuación se dispensan en cada pocillo de la placa del kit 2 μl de solución de ADN 

y 48 μl de mezcla, disponiéndose así de un volumen total de PCR de 50 μl. Se dispensará 

también la muestra en dos pocillos sin ADN que servirán como controles negativos. 

 

- Reacción de PCR 

Se sella la placa para evitar la evaporación de las muestras y se introduce en el 

Termociclador, el cual se programará con los siguientes ciclos: 

Temperatura Tiempo Ciclos 

95ºC 10 minutos 1 

95ºC 60 segundos  

40X 58ºC 30 segundos 

72ºC 60 segundos 

72ºC 10 minutos 1 

4ºC O.N. 1 
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- Electroforesis en gel de agarosa 

Una vez se complete el programa de PCR, se llevará a cabo una electroforesis para 

comprobar que se ha amplificado el gen correctamente. En primer lugar se preparará el 

gel siguiendo los siguientes pasos: 

1. Mezclar en un matraz 2,25 g de agarosa y 150 ml de TBE 1x. 

2. Calentar la mezcla hasta ebullición y añadir 15 μl de SYBR® Safe DNA Gel Stain. 

3. Verter en la cubeta de electroforesis, colocar el peine y dejar enfriar. 

A continuación se cargará el gel y se realizará la electroforesis: 

1. Cargar 15 μl de producto amplificado y 2 μl de azul de bromofenol. 

2. Cargar 1 μl de marcador molecular de 1 Kb en el extremo del gel. 

3. Realizar la electroforesis a 150V durante 30 minutos. 

Una vez terminada la PCR, se comprobará la correcta amplificación del gen SPRN 

mediante la visualización del gel con un analizador de imagen con luz ultravioleta. 

 

- Purificación del ADN 

1. Añadir a los productos de PCR 15 μl de carbón activado (0,8 g de carbón activado en 

50 ml de agua destilada esterilizada). 

2. Mezclar con vortex y dejar reposar por 10 minutos. 

3. Centrifugar a 2.750 rpm durante 5 minutos para sedimentar el carbón 

 

- Secuenciación  

Una vez el ADN amplificado esté purificado, se realiza la reacción de secuenciación con 

los reactivos: 

Reactivo Cantidad Concentración 

Cebador SEQ. 1 μl 10pmol/ μl 

Big Dye  2 μl - 

Buffer de secuenciación 5x 3 μl - 

H2O destilada esterilizada 12 μl - 

 

El cebador utilizado en la secuenciación para ciervos y cabras:  

5` - CTCTGCTGCTAGCGGCCACC - 3` 

El volumen total de la reacción de es de 20μl, 2 μl del producto de PCR y 18 μl de la 

mezcla. Se sella la placa para evitar la evaporación de las muestras y se introduce en el 

Termociclador, el cual se programará con los siguientes ciclos: 
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Estadio  Temperatura Tiempo 

Desnaturación  96 °C 25 seconds 

Anillamiento  53°C 15 seconds (25 repeticiones)  

Alargamiento 60°C 4 minutes 

Enfriamiento  4 °C ∞ 

 

Para purificar la reacción de secuenciación: 

1. Se añade 5 μl de 125mM EDTA + 60 μl de etanol 100%. 

2. Mezclar en vortex la reacción e incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.  

3. Centrifugar a 2.750 rpm durante 30 minutos a 4ºC. 

4. Remover el sobrenadante y añadir 60 μl de etanol 70%. 

5. Centrifugar a 2750rpm durante 15 minutos a 4ºC. 

6. Remover el sobrenadante y secar al aire durante 15 minutos. 

Tras la purificación de la reacción de secuenciación añadir a cada pocillo 10 μl de HI-DI, 

pasar a una placa y colocar la placa en el analizador 3130. 
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ANEXO 7 - Protocolo de amplificación y secuenciación de la región promotora del 

gen PRNP 

Reactivo Cantidad Concentración 

Cebador FWD 0.2 μl 100µmolar 

Cebador REV 0.2 μl 100µmolar 

Master Mix AmpliTaq Gold® 360 25 μl - 

H2O destilada esterilizada 22,6 μl - 

 

Para llevar a cabo la amplificación de la región promotora del gen PRNP se utilizará la 

técnica de la PCR con los reactivos: 

 

- Preparación de la mezcla para la reacción de PCR 

La cantidad de cada reactivo se multiplicará por el número de muestras a amplificar, 

añadiendo a este número dos más para los controles negativos. 

Los cebadores variarán según a qué especie animal pertenezcan las muestras a amplificar: 

- Ciervos:  

fwd: 5`- GAACTGAGTAAATGACGGCAGGTGA - 3`  

rev: 5`- CCAATTCCGCGTCTCCTCTGGGCAT - 3` 

A continuación se dispensan en cada pocillo de la placa del kit 2 μl de solución de ADN 

y 48 μl de mezcla, disponiéndose así de un volumen total de PCR de 50 μl.  Se dispensará 

también la muestra en dos pocillos sin ADN que servirán como controles negativos. 

 

- Reacción de PCR 

Se sella la placa para evitar la evaporación de las muestras y se introduce en el 

Termociclador, el cual se programará con los siguientes ciclos: 

Temperatura Tiempo Ciclos 

95ºC 3 minutos 1 

95ºC 30 segundos  

40X 58ºC 30 segundos 

72ºC 60 segundos 

72ºC 10 minutos 1 

4ºC O.N. 1 

 

- Electroforesis en gel de agarosa 

Una vez se complete el programa de PCR, se llevará a cabo una electroforesis para 

comprobar que se ha amplificado el gen correctamente. En primer lugar se preparará el 

gel siguiendo los siguientes pasos: 
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1. Mezclar en un matraz de 2.25 g de agarosa y 150 ml de TBE 1x. 

2. Calentar la mezcla hasta ebullición y añadir 15 μl de SYBR® Safe DNA Gel Stain. 

3. Verter en la cubeta de electroforesis, colocar el peine y dejar enfriar. 

A continuación se cargará el gel y se realizará la electroforesis: 

1. Cargar 15 μl de producto amplificado y 1 μl de azul de bromofenol. 

2. Cargar 1 μl de marcador molecular de 1 Kb en el extremo del gel. 

3. Realizar la electroforesis a 150V durante 30 minutos. 

Una vez terminada la PCR, se comprobará la correcta amplificación del gen PRNP 

mediante la visualización del gel con un analizador de imagen con luz ultravioleta. 

 

- Purificación del ADN 

1. Añadir a los productos de PCR 15 μl de carbón activado (0,8 g de carbón activado en 

50 ml de agua destilada esterilizada). 

2. Mezclar con vortex y dejar reposar por 10 minutos. 

3. Centrifugar a 2.750 rpm durante 5 minutos para sedimentar el carbón 

 

- Secuenciación  

Una vez el ADN amplificado esté purificado, se realiza la reacción de 

secuenciación con los reactivos: 

Reactivo Cantidad Concentración 

Cebador SEQ. 1 μl 10pmol/ μl 

Big Dye  2 μl - 

Buffer de secuenciación 5x 3 μl - 

H2O destilada esterilizada 12 μl - 

 

El cebador utilizado en la secuenciación para ciervo:  

5` - GCTAATATCCTTTCTAGGCCTC - 3` 

El volumen total de la reacción de es de 20μl, 2 μl del producto de PCR y 18 μl de la 

mezcla. Se sella la placa para evitar la evaporación de las muestras y se introduce en el 

Termociclador, el cual se programará con los siguientes ciclos: 

 

Estadio  Temperatura Tiempo 

Desnaturación  96 °C 10 seconds 

Anillamiento  53°C 15 seconds (25 repeticiones)  

Alargamiento 60°C 4 minutes 

Enfriamiento  4 °C ∞ 
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Para purificar la reacción de secuenciación: 

1. Se añade 5 μl de 125mM EDTA + 60 μl de etanol 100%. 

2. Mezclar en vortex la reacción e incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos.  

3. Centrifugar a 2.750 rpm durante 30 minutos a 4ºC. 

4. Remover el sobrenadante y añadir 60 μl de etanol 70%. 

5. Centrifugar a 2.750 rpm durante 15 minutos a 4ºC. 

6. Remover el sobrenadante y secar al aire durante 15 minutos. 

7. Añadir 10 μl de HI-DI y colocar la placa en el analizador 3130. 
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ANEXO 8 -  Protocolo de Western Blot VLA Prionics check BSE 

 

- Tallado y digestión 

1. Añadir 0.5 g de tejido a 5 ml de tampón de homogeneización (1x). 

2. Homogeneizar la muestra en el FASTH (homogeneizador automático) y dejar reposar 

la espuma. 

3. Centrifugar 1,5 ml de homogeneizado a 1.127 g o 5.000 rpm 5’ a 10ºC. 

4. 10 μl de pK + 100 μl de sobrenadante + 10 μl de tampón digestión. 

5. Incubar a 50ºC durante 45’. 

6. Añadir 10 μl de solución Stop. 

 

- Electroforesis 

1. Preparar y cargar 2 geles. 

2. Calentar las muestras a 105ºC, el control del kit 2’ a 65ºC, y el control biotinilado 2’ a 

100ºC. 

3. Cargar las muestras y los controles en los dos geles. 

4. Realizar la electroforesis a 200V durante 45’. 

 

- Transferencia 

1. Equilibrar membranas: Metanol 10” + agua destilada 5’ + tampón de transferencia 10’. 

2. Realizar la transferencia a 150V durante 60’. 

 

- Inmunodetección 

1. Añadir tampón de bloqueo 30’ a temperatura ambiente. 

2. Añadir anticuerpo primario: 6H4 (1/5000) en TBS+Tween (TBST), incubar 12 h a 4ºC 

en agitación lenta. 

3. Añadir anticuerpo primario: P4 (1/5000) en TBST, incubar 12 h a 4ºC en agitación 

lenta. 

4. Realizar 3 lavados de 7’ con TBST. 

5. Añadir anticuerpo secundario: (1/5000) en TBST + streptavidina (1/2000). 

6. Realizar 3 lavados de 7’ con TBST. 

7. Mantener las membranas durante 5’ en Luminiscencia. 

8. Revelar con CDPstar. 
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ANEXO 9- Protocolo de ELISA IDEXX HerdCheck BSE-Scrapie Antigen Test Kit 

 

- Tallado 

1. Tallar entre 0,30 – 0,35 g de tejido. 

2. Trituración de la muestra mediante el uso de tubos de trituración y homogenizador. Se 

ejecutan dos fases de agitación iguales de 45 segundos a 6.500 rpm con un tiempo de 

espera de 60 segundos por ciclo. Se realizan 3-4 ciclos para todas las muestras. 

 

- Bloqueo de PrPC 

1. Preparar diluyente (mezcla de D1 y D2 en proporción de 40 μl de D2 en 1 ml de D1. 

2. Añadir 30 μl de diluyente en cada pocillo de la placa de dilución. 

3. Transferir 120 μl del contenido de los tubos de trituración al pocillo correspondiente 

de la placa. 

 

- Detección de PrPSc 

1. Distribuir 100 μl de muestra diluida a la placa de captura de antígeno, previa 

homogenización. 

2. Distribuir 100 μl de cada uno de los controles. El control positivo y el control negativo 

se colocan por duplicado. 

3. Cubrir la placa con un film adhesivo transparente e incubar en agitación lenta (200rpm) 

y a temperatura ambiente durante 60 minutos. 

4. Lavar la placa mediante seis ciclos seguidos de llenado y vaciado de los pocillos con 

solución de lavado 1. 

5. Secar por inversión. 

6. Añadir 100 μl de tampón de acondicionamiento. 

7. Incubar con la placa tapada: 10 minutos a temperatura ambiente. 

8. Lavar la placa mediante tres ciclos seguidos de llenado y vaciado de los pocillos con 

solución de lavado 2. 

9. Secar por inversión. 

10. Añadir 100 μl de conjugado de anticuerpo anti-PrP. 

11. Sellar la placa con film adhesivo transparente. 

12. Incubar la placa durante 2 horas en reposo. 

13. Añadir 100 μl de la solución de sustrato TMB y cubrir la placa con un film adhesivo 

de plata para mantenerla protegida de la luz. 
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14. Incubar en oscuridad durante 15 minutos a temperatura ambiente. 

15. Añadir 10 μl de solución de parada a cada pocillo. 

16. Lectura de la densidad óptica de las muestras en un fotómetro bicromático. 

 

- Cálculo de resultados 

1. Para que el ensayo sea válido, la medida del control negativo (NCM) debe tener un 

valor de A450 - AREF menor que 0,150 y la medida del control positivo (PCM) debe 

tener un valor de A450 - AREF mayor o igual que 0,400. 

Cálculo de la media del control negativo: 

NCM= A1 (A450 - AREF) + B1 (A450 - AREF) / 2 

Cálculo de la media del control positivo: 

PCM= C1 (A450 - AREF) + D1 (A450 - AREF) / 2. 

2. Punto de corte para pequeños rumiantes= NCM + 0.120. La muestra es negativa si < 

NCM + 0.120, mientras que será positiva si ≥ NCM + 0.120. 
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